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(57) Sang ché dé cap dén bién thé peptit c6 hoat tinh duoc ting cudng ¢ thu thé GLP-1 so

v6i glucagon tu nhién. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén thé tiép hop, dime, multime va

dugc pham chira bién thé peptit nay.
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Linh vue k§y thuat dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén peptit va bién thé peptit c6 hoat tinh duge ting cudng & thu
thé glucagon/GLP-1 so véi glucagon tu nhién.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Pre-proglucagon 14 polypeptit tién chat gdm 158 axit amin, polypeptit nay duoc
xtt ly trong cac mé khac nhau d tao thanh mdt s6 peptit c6 ngudn gde tir proglucagon
khdc nhau, bao gdm glucagon, peptit gidng glucagon-1 (GLP-1), peptit gidng
glucagon-2 (GLP-2) va oxyntomodulin (OXM), cic peptit ndy cé lién quan dén nhiéu
chirc néng sinh ly khac nhau, bao gém tinh ndi can béng glucoza, su tiét insulin, lam
rdng da day, va su phat trién trong rudt, ciing nhu didu tiét sy hdp thu thtc in.
Glucagon 13 peptit gdm 29 axit amin twong Ung véi céc axit amin tir 33 dén 61 cia
pre-proglucagon, trong khi GLP-1 dugc tao ra dudi dang peptit gdm 37 axit amin
tuong Umg voi cc axit amin tir 72 dén 108 cua pre-proglucagon. Amit GLP-1(7-36)
hodc axit GLP-1(7-37) la cac dang c6 hiéu luc v& mit sinh hoc ctia GLP-1, c4c dang

nay ching to hoat tinh gan nhu trong dwong & thu thé GLP-1.

Trong chimg ting glucoza huyét, khi mirc glucoza trong mau giam xuéng dudéi
mtrc binh thudng, glucagon truyén tin hiéu t6i gan 1am pha v& glycogen va giai phong
glucoza, lam cho muc glucoza trong méu ting 1én dén muc binh thuong. Chimg ting
glucoza huyét 13 tac dung phu phd bién cua liéu phép insulin & cic bénh nhan méc
chimg ting glucoza huyét (mic glucoza trong méu ting) do bénh tiéu dudng. Nhu vay,
vai trd dugc biét d¢én nhidu nhét ctia glucagon trong viéc diéu hoa glucoza la 1am can

bang tdc dong cua insulin va duy tri mic glucoza trong mau.

GLP-1 c6 céc hoat tinh sinh hoc khic nhau so véi glucagon. Céc tac ddng cua
n6 bao gdm kich thich sy téng hop va tiét insulin, wrc ché sy tiét glucagon, va trc ché su
hap thu thirc &n. GLP-1 d3 cho thdy 1 1am gidm ching ting glucoza huyét & bénh tiéu
duong. Exendin-4, mot peptit tir noc doc ciia con thin lan c¢6 d6 ddng nhit axit amin
v6i GLP-1 khoang 50%, hoat hoa thu thé GLP-1 va ciing di cho thdy 13 lam giam

chung tang glucoza huyét & bénh tidu dudng.
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Ciing c6 bang chimg rang GLP-1 va exendin-4 c6 thé lam giam sw hip thu thuc
dn va kich thich giam cin, mot tdc dung ma s& c6 lgi khdng chi cho bénh tiéu dudng
ma con cho cac bénh nhan bi mic chimg béo phi. C4c bénh nhin méc chung béo phi
¢ nguy co mic bénh tiéu duong, huyét ap cao, chimg ting lipit huyét, bénh tim mach,

va céac bénh co xuong cao hon.
Bian chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé xudt peptit va bién thé peptit c6 hoat tinh & thu thé glucagon, hoat
tinh & thu thé GLP-1, hoic hoat tinh & mdi trong s6 thu thé glucagon va thy thé GLP-1.
Theo cic phuong 4n vi du, peptit va bién thé peptit dugc boc 16 trong ban mo ta nay
thé hién hoat tinh duoc ting cudng & thu thé GLP-1, so véi glucagon ty nhién. Theo
cac khia canh vi dy, peptit va bién thé peptit c6 d6 chon loc dbi véi thu thd GLP-1 &
ngudi it nhit 1 bang 100 1in so v&i thu thé GIP.

Sang ché con dé xuét thé tiép hop chira peptit va bién thé peptit bt ky duoc néu
trong ban md ta nay dugc tiép hop vai gbe khéac loai. Theo céc khia canh vi dy, gbe
khéc loai 12 peptit hogic protein va thé tiép hop la peptit dung hop hoic peptit kham.
Theo céc khia canh vi dy, gdc khac loai 1a polyme, vi du, polyetylen glycol. Sang ché
con d& xuét cac dime va multime chira peptit va bién thé peptit bat ky dugc néu trong
ban mo ta nay.

Ngoai ra, sang ché con dé xuét duoc phdm chira peptit va bién thé peptit bét ky
dugc néu trong ban mé ta nay va chit mang dugc dung. Sang ché ciing mé ta phuong
phéap diu tri hodc ngan nglra bénh hodc tinh trang bénh (vi dy, hoi ching chuyén hoa,
bénh tidu dudng, ching béo phi, chimg gan nhi®m md, bénh thoai héa than kinh,
chimg ting glucoza huyét) & bénh nhan. Phuong phap bao gdm budc cho bénh nhan sit
dung peptit hoac bién thé peptit dugc boc 1§ trong ban md ta ndy, thy y duoc bao ché
theo cong thirc thanh dugc phém, & luong hitu hiéu d¢é diéu tri bénh hodc tinh trang
bénh.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 la dd thi thé hién su thay dbi can ndng luy tich (g) cta chuét DIO duoc
didu tri bang d6i chimg chét din thudc hoic liéu peptit duge néu trong SEQ ID NO:
12, 17, 18, hodc 19, nhu dugc moé ta chi tiét trong Vi du 7.
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Fig.2 1a db thi thé hién muc glucoza co s& (mg/dl) ctia chudt DIO duge diéu tri
bing ddi ching chat din thudc hoic lidu peptit duoc néu trong SEQ ID NO: 12, 17,
18, hodc 19, nhu dugc md ta chi tiét trong Vi du 7.

Fig.3A 12 d6 thi thé hién su thay ddi can ning lu§ tich (%) ctia khi rezut béo phi
dugc diéu tri bang ddi ching chat din thubc, Liraglutit (Lira), hodc lidu peptit duoc

néu trong SEQ ID NO: 17 hozc 20, nhu dwoc md ta chi tiét trong Vi du 8.

Fig.3B 1a d6 thi thé hién sy hdp thu thiic #n luy tich (dugc bidu dién theo ty 18
ph?ln trdm cia su hép thu thire &n vao ngay 0) ctia khi rezut béo phi duoc diéu tri béng
d6i chimg chat din thudc, Liraglutit, hodc lidu peptit duoc néu trong SEQ ID NO: 17
hodc 20, nhu duge mé ta chi tiét trong Vi du 8.

Fig.4 1 db thi thé hién murc glucoza trong mau (mg/dL) cua khi rezut méc bénh
tiéu duong dugc didu tri bang d6i ching chit din thudc hoic lidu peptit dugc néu

trong SEQ ID NO: 17, nhu dugc md ta chi tiét trong Vi du 9.
M5 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Thuat ngt "khodng" trong ban mo ta ndy chi gia tri 16n hon hodc nh6 hon so
véi gia tri hodic khoang gia tri duoc néu 10%, nhung khong duoc du dinh dé chi dinh
gi tri hodc khoang gid tri bat ky nay vao dinh nghia rong nay. M&i gi4 tri hoic khoang
gia trj dtng sau thut ngit "khoang" dugc du dinh dé bao ham phwong 4n ciia gié tri

hodc khoang gia tri tuyét d6i duoc néu.

Trong ban mb ta nay, thuat ngit “chit mang dugc dung” gdm chit mang bit ky
trong s& cac chit mang chudn trong linh vuc duge, nhu dung dich nudc mudi dém
phosphat, nudc, nhii twong nhu nhil tvong ddu/nude hodc nhii twong nude/diu, va cac
loai chit thim udt khac nhau. Thut ngit ndy ciing bao gdm bt k¥ tac nhan duge phé
chudn bdi Co quan diéu tiét ciia chinh phi lién bang M§ hoic duoc liét ké trong Dugc

dién M¥ dé sir dung & dong vat, ké ca ngudi.

Trong ban md ta nay, thuat ngit "mudi duoc dung" duge ding dé chi mubi cua
hop chit ma gitt dugc hoat tinh sinh hoc ctia hop chét gbc, va khong phai 1a khong
mong mudn v& mit sinh hoc hoic khong mong mudn theo cach khac. Nhiéu hop chét

dugc bde 16 trong ban md ta nay cd kha nang tao thanh muodi axit va/hodc mudi bazo
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do sy c6 mdt clia nhom amino va/hodc nhom carboxyl hodc nhéom tuwong tu véi cac
nhoém nay.

Muoi cdng bazo dugce dung cé theé duge dicu che tir bazo v6 co va bazo hitu co.
Mubi thu duge tir bazo vo co, bao gém, vi du, mudi natri, mudi kali, mubi lithi, mudi
amoni, muoi canxi va mudi magie. Muoi thu dugc tir bazo hitu co bao gom, nhung

khong gidi han &, mudi ciia amin bac mot, bac hai va bac ba.

Trong ban mo ta ndy, thuat ngit "didu tri" bao gdm viéc phong ngira dbi véi tinh
trang bénh hodc r6i loan cu thé, hoic lam gidm bot tri€u ching c6 li€én quan dén tinh
trang bénh hodc r6i loan cu thé va/hoic ngan ngua hodc loai bd cac tri€u chimg nay.
Vi dy, nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, thudt ngi "diéu tri bénh tiéu dudng"
thuong duge dung dé chi mic glucoza trong mau thay ddi theo huéng v& murc binh
thudng va c6 thé bao gdbm mirc glucoza trong mau ting hodc giam tiy thudc vao

truong hop xac dinh.

Trong ban mo ta nay, lugng “hiru hi€u” hodc "luong hitu hi€u dé didu tri" cta
peptit glucagon dugc ding dé chi lugng peptit khong doc nhung du dé tao ra tac dung
mong mudn. Vi dy, mét tac dung mong muén 1a ngin ngira hodc diéu tri ching tang
glucoza huyét, vi dy, nhu dugc xac dinh bdi sy thay dbi muc glucoza trong mau vé
gén muc binh thudng hon, hodc kich thich sy gidm cédn/ngén nglra sy tdng cn, vi du,
nhu duoc x4c dinh bdi sy gidm can nadng, hodc ngin ngira hodc lam giam sy ting can
ning, hodc binh thudng héa su phan phdi chit béo cia co thé. Luong "hitu hiéu" s&
thay ddi tir 48i twong niy sang dbi tuong khac, tity vao d6 tudi va tinh trang chung cua
timg dbi tuong, cach thirc diéu tri, va cac yéu t6 tuong tw. Do d6, thuong khong thé
xac dinh chinh xac "luong hitu hiéu". Tuy nhién, luong “hftu hi¢u” thich hop trong
trudmg hop riéng bét ky c6 thé duogce xéc dinh bai nguoi c6 hiéu biét trung binh vé linh
vuc k§ thudt nay bang cach sir dung quy trinh thir nghiém thong thuong.

Thuét ngit "ngoai dudng tidu héa" c6 nghia 14 khong thong qua dng cép dudng
ma bing mot s& dudng khac, vi du, dudi da, trong co, trong ¢t sbng, hoic trong tinh
mach.

Trong ban mo ta ndy, thuat ngir "peptit" ding dé chi mach c¢6 3 hoc nhiéu hon
3 axit amin va thuong it hon 100 axit amin, trong d6 axit amin la axit amin c6 trong tu

nhién hodc dugc ma hoa hodc khéng c6 trong ty nhi€n hodc khong dugec ma hoa. Axit
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amin khong c6 trong tu nhién chi cic axit amin khéng c6 trong tu nhién in vivo nhung,
tuy nhién, cé thé dugc két hop vao cAu tric peptit duoc néu trong ban mo ta nay.
“Khéng dugc ma hod” trong bdn mé ta ndy ding dé chi axit amin khong phai 1a chit
ddng phan L ciia axit amin bét ky trong s 20 axit amin sau day: Ala, Cys, Asp, Glu,
Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, Tyr. “DPugc
ma hod” trong ban mé ta nay chi axit amin a chit ddng phén L cua axit amin bAt ky
trong sb 20 axit amin sau day: Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met,
Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, Tyr. Theo mot s6 phuong an, peptit va bién thé
peptit duge néu trong ban mo ta ndy c6 chidu dai gan gidng véi chidu dai ciia SEQ ID
NO: 1 (ma c6 chiéu dai 13 29 axit amin), vi du ¢6 chidu dai 1a 25-35 axit amin. Chidu
dai 14y vi du bao gom 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49 hoac 50 axit amin.

Thong thudng, polypeptit va protein ¢é chiéu dai polyme 1én hon chidu dai

polyme cua "peptit".

Trong toan bd ban mo ti sing ché nay, tat ca cac 14n d& cap dén vi tri axit amin
cu thé bing sé (vi dy, vi tri 28) chi axit amin & vi tri d6 trong glucagon tu nhién (SEQ
ID NO: 1) hogc vi tri axit amin tuong tmg trong chat twong tu bit ky cia chung. Vi duy,
trong ban mo ta nay d& cap dén “vi tri 28” c6 nghia 14 vi tri twong Gmg 27 déi véi cht
tuong tu glucagon trong d6 axit amin thi nhit dugc néu trong SEQ ID NO: 1 duoc
x6a. Tuong tu, trong ban mo ta nay dé cap dén “vi tri 28” ¢6 nghia 1a vi tri teong ng
29 dbi véi chét tuong tu glucagon trong d6 mot axit amin dugc bd sung trudc dau tin
N ctia SEQ ID NO: 1. Trong ban md ta ndy, “su cai bién axit amin” dugc ding dé chi
(i) su thé hoic thay thé axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 1 bing céc axit amin
khac nhau (axit amin c6 trong tu nhién hodc dugc ma hoa hodc khong dugc ma hoa
hozc khong cé trong tur nhién), (ii) sy bd sung axit amin (axit amin c6 trong tu nhién
hodc dugc ma hod hodc khong dugc ma hod hodc khong cé trong tu nhién), vao SEQ

ID NO: 1 hoic (iii) sw x6a mot hoic nhiéu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 1.

“Phan trim ddng nhat” d6i v6i hai trinh tw axit amin chi s lwong axit amin cta
trinh tu thir nhat ma bt cip (giéng véi) axit amin trong trinh ty tham chiéu the hai,
chia cho chiéu dai ctia trinh tu tham chiéu, khi hai trinh tu dwoc sép thing hang d& dat
duoc sy tuong tng t6i da (vi du, cic khoang tréng ¢6 thé dugc dua vao dé co su sip

thing hang tdi uu).
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“Sur cai bién” axit amin chi su cai xen, su x6a hodc su thé mot axit amin béng
mat axit amin khéc. Theo mot s§ phuong 4n, su thé hosc thay thé axit amin 1a su thé
axit amin bao toan, vi du, su thé axit amin bao toan tai mot hoc nhidu vitri 2, 5,7, 10,
11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28 hodc 29. Trong ban md ta nay, thuit
ngit "su thé axit amin bao toan" dwgc dung dé chi su thay thé mot axit amin nay bing
mot axit amin khac c6 tinh chét tuong tu, vi dy, kich thude, dién tich, tinh ky nudc,
tinh wa nudc, va’hodc tinh thom, va bao gém céc trao ddi nadm trong mot trong s6 nim

nhom sau:
I. Gc khong phén cuc hodc phan cuc yéu, béo, kich thudc nho:
Ala, Ser, Thr, Pro, Gly;
IT. Géc tich dién 4m, phan cuc va amit va este clia chung:
Asp, Asn, Glu, Gln, axit xysteic va axit homoxysteic;
II1. Gdc tich dién duong, phén cuc:
His, Arg, Lys; Ornithin (Orn)
IV. Gbc khdng phéan cuc, béo, kich thudc 16n:
Met, Leu, Ile, Val, Cys, Norleuxin (Nle), homoxystein
V. Gbc thom, kich thuge 16n:
Phe, Tyr, Trp, axetyl phenylalanin

Theo mot sO phuong an, su thé axit amin khdng phai sy the axit amin bao toan,
vi dy, 1a sy theé axit amin khong bao toan.

A

Trong ban md t nay thuat ngit "axit amin tich dién" hodc “gbc tich dién” chi
axit amin ma chra mach bén tich dién am (tac 13, dugc khit proton) hoac tich dién
duong (tc 13, dugce cong proton) trong dung dich chira nudc & d6 pH sinh ly. Vi du,
axit amin tich dién 4m bao gdm axit aspartic, axit glutamic, axit xysteic, axit
homoxysteic, va axit homoglutamic, trong khi d¢ axit amin tich dién duong bao gdm
arginin, lysin va histidin. Axit amin tich dién bao gbm axit amin tich dién trong s6 20
axit amin dugc mi hod, cling nhu axit amin khéng dién hinh hoic khéng c6 trong tu

nhién hodc khong dugc ma hod.
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Trong ban md ta nay, thuét ngit "axit amin c6 tinh axit" dung dé chi axit amin
chira goc axit thr hai (khac véi axit carboxylic clia axit amin), gdom vi du, nhém axit

carboxylic hodc axit sulfonic.

Trong ban md t& ndy, thuit ngit “axit amin dugc axyl hod” ding dé chi axit
amin chra nhém axyl ma khong phai 14 tu nhién dbi véi axit amin c6 trong ty nhién,
bat ké phuong thiic tao ra né 1a gi (vi du, axyl hod trudc khi két hop axit amin vao

peptit, hodc axyl hoa sau khi két hop vao peptit).

Trong ban md ta ndy, thudt ngit “axit amin dugc alkyl hod” ding dé chi axit
amin chtra nhém alkyl ma khong phai 13 tu nhién dbi véi axit amin c6 trong tu nhién,
bét ké phuong thirc tao ra n6 1a gi. Vi vdy, axit amin dwoc axyl hod va axit amin dugc

alkyl hod trong ban mo ta nay la axit amin khong dugc ma hoa.

Trong ban md ta nay, thuat ngit “do chon loc” clia phan tir dbi voi thu thé thir
nhit so v&i thu thé thi hai ding dé chi ty 18 sau day: EC50 ciia phan tir & thy thé tht
hai chia cho EC50 ctia phan tir & thu thé thir nhat. Vi du, phan tir c6 EC50 bing 1InM &
thu thé thtr nh4t va EC50 bing 100nM & thu thé thir hai ¢6 d6 chon loc dbi voi thu thé
thir nhét so v&i thu thé thi hai 1a 100 1an.

AR

Trong ban mo ta nay, thuat ngit “glucagon tu nhién” ding dé chi peptit ¢6 trinh
tu SEQ ID NO: 1 va thut ngit “GLP-1 tu nhién” 13 thuat ngit chung dung dé chi amit

GLP-1(7-36), axit GLP-1(7-37) hoic hdn hop cia hai hop chét nay.

Trong ban md ta nay, “hiéu lyc glucagon” hodc “hi¢u luc so vdi glucagon tu
nhién” cta phén tir ding dé chi ty 18 nghich d4o ctia EC50 ciia phén tir ¢ thu thé
glucagon chia cho EC50 ctia glucagon tu nhién & thu thé glucagon.

Trong badn mo6 t4 nay, “hi€u luc GLP-1" hodc “hi€u luc so voi GLP-1 tu nhién”
ctia phén tir ding dé chi ty 1& nghich dao ctia EC50 clia phén tir & thu thé GLP-1 chia
cho EC50 ctia GLP-1 ty nhién & thy thé GLP-1.

Céc phuong 4n cta sang ché

Sang ché d& xuét peptit va bién thé peptit c6 hoat tinh & thu th8 GLP-1, & thu
thé glucagon, hodc & ca thu thé GLP-1 va thu thé glucagon. Lién quan dén vén dé nay,
sang ché dé xudt peptit chil van thu thé GLP-1, peptit cha van thu thé glucagon, va
peptit déng chu van thu thé GLP-1/glucagon. Theo céc phuong 4n vi dy, peptit va bién
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thé peptit duoc boc 16 trong ban mb ta nay cb hoat tinh dugc ting cuong hoic hidu luc
16n hon & thu thé GLP-1, so véi glucagon tu nhién & nguoi (SEQ ID NO: 1). Theo cac
phwong 4n vi du, peptit va bién thé peptit trong ban mé ta nay ¢6 hiéu luc 16n hon &
thu thé GLP-1 so voi GLP-1 ty nhién ¢ ngudi (SEQ ID NO: 2) hodc mdt trong s céc
dang hoat tinh cta chiing (SEQ ID NO: 5 va 6). Theo cac phuong &n vi du, peptit va
bién thé peptit cé hi€u lyc 16n hon & thu thé glucagon so véi GLP-1 tu nhi€n & nguoi.
Theo céc phwong 4n vi du, peptit va bién thé peptit c6 hiéu luc 16n hon & thu thé

glucagon so v&i glucagon tu nhién & nguoi.

Theo cac phuong an vi du, peptit va bién thé peptit duoc néu trong ban mé ta
ndy cé cac cai thién khéac vé tinh chét so v&i glucagon tw nhién hoic GLP-1 ty nhién,
nhu d6 6n dinh 16n hon, kha niing hoa tan 16n hon, thoi gian ban huy dai hon trong hé
tudn hoan, thoi diém bit ddu tac dong duoc lam tré, thoi gian tic dong kéo dai, dinh
giam (vi du, ndng d¢ trong huyét tuong dinh trung binh giam twong ddi), v tinh khang
proteaza nhu DPP-IV duogc cai thién.

Peptit va bién thé peptit dugc néu trong ban md ta nay dugc dwa trén trinh tyr
axit amin cta glucagon ty nhi€n & nguoi (SEQ ID NO: 1), va dugc néu trong ban mé
ta nay dudi dang “peptit”, “bién thé peptit”, “chat tuong tw glucagon”, “chét tuong tu”,
hodc “peptit glucagon”. Can hiéu ring cac thuat ngit nhu “chit tvong tw” hodc “bién
th8” hodc “cai bién” bao ham cac peptit hosc protein dugc tdng hop de novo va khong
cAn thuc hién budc cai bién cu thé bat ky. Theo mot sb khia canh, peptit va bién thé
peptit duoc néu trong ban md ta nay chira trinh tw axit amin bién dbi dugc néu trong
SEQIDNO:1gdm1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 cai bién axit amin so
voi SEQ ID NO: 1, va trong mot s6 vi dy, 16 hodc nhiéu hon (viduy, 17, 18, 19, 20, ‘21,
22, 23, 24, 25, 26) cai bién axit amin, nhu dugc mo ta thém trong ban mé ta nay. Do
d6, phdn mo ta vé chat twong tu glucagon va/hoic peptit glucagon sau day 4p dung cho
peptit va bién thé peptit bat ky duoc bdc 16 trong ban md ta nay, bat ké mirc d6 tuong
tu gitta glucagon tu nhién & nguoi (SEQ ID NO: 1) va peptit hodc bién thé peptit trong
ban mo ta nay.

Du dinh ring trinh tu peptit bit ky duoc néu trong ban md ta nay co thé dwoc
thay dbi thém bing cach két hop cai bién axit amin khéc nita; vi du, bang cach bao
gdm cai bién bit ky dugc néu trong ban mé ta ndy, vi dy, & vi tri dugc néu trong ban

mo ta ndy, hodc bing cach két hop cac phin thé bao toan, hodc béng cach quay tro lai
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glucagon axit amin ty nhién (xem SEQ ID NO: 1) & vi tri d6. Theo céc phuwong an vi
du, cac cai bién gém, vi dy, su axyl ho4, su alkyl hod, su PEG hoa, su cit bé & diu tan
C, su thé axit amin tai mot hodc nhiéu vi tri 1, 2, 3, 7, 10, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
23, 24,27, 28 va 29. Vi du, khi trinh tu peptit bat ky dugc bdc 19 trong ban moé ta nay
bao gdm Cys nhdm muc dich PEG hoa, bién thé peptit c6 thé sir dung axit amin khéc
d& PEG hoa. Theo vi du khéc, bién thé peptit c6 thé dugc PEG hod & vi tri khac (vi du,
thay thé Cys hién tai bang axit amin khac, cdi xen Cys méi & vi tri PEG ho4 du dinh,
va PEG hoé Cys méi). Vi du khac nita 13, khi trinh tu peptit bat ky dugc boc 16 trong
ban md ta nay bao gdm Lys nhdm muc dich axyl hoa, Lys c6 thé duoc chuyén sang vi
tri khac va vi tri méi duoce axyl hoa. Theo phuong 4n bat ky dugc néu trong ban mo ta
nay, bién thé peptit c6 thé c6 d6 ddng nhit trinh tw 13, vi du, 80%, 85%, 90% hoic
95% so v4i peptit gdc trén chidu dai cia peptit gbc hodc trén céc axit amin 1-29 cta

peptit gbc (vi du, c6 thé két hop 1, 2, 3, 4, hoic 5 ci bién khac so véi peptit gbc).

Thé tiép hop, protein dung hop va multime clia trinh tu peptit bat ky dugc boc

10 trong ban mo ta nay cling dugc du tinh.
Hoat tinh ctia peptit va bién thé peptit
Hoat tinh chdt chii vén & thu thé glucagon

Theo céc phuong 4n vi du, peptit va bién thé peptit trong ban mé ta nay co
EC50 & thyu thé glucagon 1a khoang 1000uM hozc thdp hon (vi du, khoang 750puM
hodc thép hon, khoang 500uM hozc thip hon, khoang 250uM hoic thdp hon, khoang
100puM hoic thdp hon, khoang 75uM hoic thdp hon, khoang 50uM hoc thép hon,
khoang 25uM hoic thdp hon, khoang 10uM hozc thip hon, khoang SuM hodc thip
hon, hodc khoang 1uM hozc thdp hon). Theo cic phuong 4n vi du, peptit va bién thé
peptit c6 EC50 d6i véi su hoat hod thu thé glucagon ma nim trong gi¢i han nanomol.
Vi du, peptit va bién thé peptit dugc boc 10 trong ban mo ta nay cé6 EC50 & thu thé
glucagon bing khoang 1000nM hoic thip hon (vi dy, khoang 750nM hodc thip hon,
khoang 500nM hozc thip hon, khoang 250nM hozc thip hon, khoang 100nM hozc
thip hon, khoang 75nM hodc thdp hon, khoang 50nM hodc thip hon, khoang 25nM
hozc thap hon, khoang 10nM hoc thip hon, khoang 5SnM hoic thip hon, hodic khoang
1nM hoic thip hon). Theo cac phuong én vi duy, peptit va bién thé peptit c6 EC50 &

thu thé glucagon nim trong gidi han picomol. Do d6, theo cac khia canh vi du, peptit

-10-



24921

va bién thé peptit c6 EC50 dbi v6i su hoat hod thu thé glucagon 1a khoang 1000pM
hodc thdp hon (vi du, khoang 750pM hodc thap hon, khoang 500pM hodc thp hon,
khoang 250pM hoic thép hon, khoang 100pM hoic thdp hon, khoang 75pM hodc thap
hon, khoang 50pM hoic thap hon, khoang 25pM hoic thép hon, khoang 10pM hoac
thip hon, khoang 5pM hoic thip hon, hoic khoang 1pM hodc thép hon). Can hiéu
rang EC50 cang thép chi ra hoat tinh hodc hiéu luc & thu thé cang cao.

Theo mdt s6 phuwong 4n, chat tvong tu glucagon dugc néu trong ban mé ta nay
¢6 EC50 & thu thé glucagon 1 khoang 0,001pM hodc cao hon, khoang 0,01pM hoic
cao hon, hodc khoang 0,1pM hodc cao hon. Su hoat hod thu thé glucagon (hoat tinh
thu thé glucagon) c6 thé duoc do bang thir nghiém in vitro bing cach do s cam tng
cAMP & té bao HEK293 biéu hién qua mirc thu thé glucagon, vi du, thir nghiém té bao
HEK293 dugc ddng chuyén nhiém véi ADN ma hod cho thy thé glucagon va gen

luxiferaza duoc lién két voi yéu td dap img cAMP nhu néu trong Vi du 2.

Theo cac phuong 4n vi dy, peptit va bién thé peptit dwoc boc 16 trong ban mé ta
nay c6 hoat tinh bang khoang 0,001% hozc 16n hon, khoang 0,01% hozc 1én hon,
khoang 0,1% hodc 16n hon, khoang 0,5% hodc 16n hon, khoang 1% hodc 16n hon,
khoang 5% hodc 16n hon, khoang 10% hodc 16n hon, khoang 20% hodc 16n hon,
khoang 30% hodc 16n hon, khoang 40% hodc 16n hon, khoang 50% hoac 16n hon,
khoang 60% hodc 16n hon, khoang 75% hodc 16n hon, khoang 100% hodc 16n hon,
khoang 125% hodc 16n hon, khoang 150% hodc 16n hon, khoang 175% hodc 16n hon,
khoang 200% hodc 16n hon, khoang 250% hodc 16n hon, khoang 300% hoéc 16n hon,
khoang 350% hodc 16n hon, khoang 400% hodc 16n hon, khoang 450% hoéc 16n hon,
hoic khoang 500% hoic cao hon & thu thé glucagon so véi glucagon ty nhién (hidu luc
glucagon). Theo mdt s6 phwong 4n, peptit va bién thé peptit dugc néu trong ban mé ta
ndy c6 hoat tinh bang khoang 5000% hozic nhoé hon, hodc khoang 10.000% hozc nhd
hon & thu thé glucagon so v6i glucagon tu nhién. Hoat tinh ctia chét tuong tu glucagon
& thu thé so véi phéi tir ty nhién cta thu thé dugc tinh dudi dang ty 18 nghich do cta

EC50 d6i véi chét twong tu glucagon so véi phdi tir tw nhién.

Theo mdt s& phuong an, peptit va bién thé peptit c6 hoat tinh (hiéu luc) dang ké
chi & thu thé glucagon va co rat it hodic khong c6 hoat tinh & thu thé GLP-1. Theo do,
theo mot s& phuong 4n, peptit va bién thé peptit dugc coi nhu 1a “chét chi van thy thé

glucagon tinh khiét” hosc khong dugc coi 1a “chét dé)ng cha van thu thé
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glucagon/GLP-1”. Theo mdt s6 phuong &n, cac peptit va bién thé peptit nay c6 mirc
hoat tinh ho#c hiéu luc bét ky & thu thé glucagon dugc néu trong ban mo ta nay nhung
c6 hoat tinh (hiéu lyc) nhé hon dang k& & thy thé GLP-1. Theo mot sb phuong 4n, chét
twong tu glucagon c6 EC50 & thu thé GLP-1 bing hodc 16n hon 100 14n so véi EC50 &
thu thé glucagon.

Hoat tinh chét chu van & thu thé GLP-1

Theo cac phuong 4n vi du, peptit va bién thé peptit c6 EC50 dbi véi su hoat hoa
thu thé GLP-1 14 khoang 1000uM hogc thip hon (vi du, khoang 750uM hoic thip hon,
khoang 500pM hoic thdp hon, khoang 250uM hozc thip hon, khoang 100uM hodc
thip hon, khoang 75uM hoic thép hon, khoang SOuM hodc thap hon, khoang 25uM
hoic thép hon, khoang 10uM hozc thdp hon, khoang SuM hoic thip hon, hogic khoang
1uM hoic thap hon). Theo cic phuong an vi du, peptit va bién thé peptit c6 EC50 &
thu thé GLP-1 1 khoang 1000nM hoc thip hon (vi du, khoang 750nM hoic thip hon,
khoang 500nM hoic thdp hon, khoang 250nM hogc thip hon, khoang 100nM hoic
thap hon, khoang 75nM hoic thip hon, khoang 50nM hoic thép hon, khoang 25nM
hoic thip hon, khoang 10nM hogc thdp hon, khoang 5nM hodc thp hon, hogic khoang
1nM hoic thép hon). Theo céc phuong 4n vi du, peptit va bién thé peptit c6 EC50 &
thu thé GLP-1 nim trong giéi han picomol. Vi vdy, theo mét s§ phwong 4an, peptit va
bién thé peptit c6 EC50 doi véi sy hoat hoé thu thé GLP-1 1a khoang 1000pM hodc
thép hon (vi dy, khoang 750pM hoac thép hon, khoang 500pM hodc thép hon, khoang
250pM hotc thap hon, khoang 100pM hoic thip hon, khoang 75pM hoic thip hon,
khoang 50pM hoic thdp hon, khoang 25pM hodc thap hon, khoang 10pM hoic thip
hon, khoang 5pM hodc thap hon, hodc khoang 1pM hoidc thip hon). Cin hiéu ring
EC50 thap hon cho théy hoat tinh hoic hiéu luc cao hon & thu thé.

Theo cac phwong 4n vi du, peptit va bién thé peptit dwoc néu trong ban md ta
nay c6 EC50 & thu thé GLP-1 bang khoang 0,001pM hoic cao hon, khoang 0,01pM
hodc cao hon, hoac khoang 0,1pM hodc cao hon. Su hoat hoa thu thé GLP-1 (hoat tinh
thu thé GLP-1) c6 thé dugc do bing thir nghiém i vitro do sy cam tmg cAMP trong té
bao HEK293 biéu hién qua muc thu thé GLP-1, vi dy, thir nghiém t& bao HEK293
duoc ddng chuyén nhiém véi ADN ma hod thu thé GLP-1 va gen luxiferaza duoc lién

két v6i yéu t6 dap g cAMP nhu néu trong Vi du 2.
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Theo mot sb phuong 4n, peptit va bién thé peptit trong ban mé ta ndy c6 hoat
tinh & thu thé GLP-1 bang khoang 0,001% hozc 1én hon, khoang 0,01% hoic 16n hon,
khoang 0,1% hodc 16n hon, khodng 0,5% hodc 16n hon, khoang 1% hodc 16n hon,
khoang 5% hodc lon hon, khoang 10% hodc 16n hon, khoang 20% hoac 16n hon,
khoang 30% hodc 16n hon, khoang 40% hodc 16n hon, khoang 50% hodc 1én hon,
khoang 60% hodc 16n hon, khoang 75% hodc 16n hon, khoang 100% hozc 16n hon,
khoang 125% hodc 16n hon, khoang 150% hodc 16n hon, khoang 175% hoac 16n hon,
khoang 200% hodc 16n hon, khodng 250% hodc 16n hon, khoang 300% hodac 16n hon,
khoang 350% hodc 16n hon, khoang 400% hoéc 16n hon, khoang 450% hodc 16n hon,
hodc khoang 500% hodc 16n hon so vi GLP-1 tu nhién (hi¢u lyc GLP-1). Theo mét
s6 phuong 4n, peptit va bién thé peptit dwoc néu trong ban md ta nay cé hoat tinh & thu
thé GLP-1 béng khoang 5000% hodc nho hon hodc khoang 10.000% hodc nho hon so
v&i GLP-1 ty nhién (hiéu lyc GLP-1).

Theo mét s6 phuong 4n, peptit va bién thé peptit c6 hoat tihh (hidu luc) dang ké
chi & thu thé GLP-1 va c6 rét it hodc khdéng c6 hoat tinh & thy thé glucagon. Theo mét
s6 phuong 4n, peptit va bién thé peptit dugc coi nhu 1 “chét chi van thy thé GLP-1
tinh khiét” hogic khong dugc coi 14 “chit ddng cht van thu thé glucagon/GLP-1”. Theo
mot sb phuong 4n, céc peptit va bién thé peptit ndy c6 mirc d6 hoat tinh hogc hiéu lyc
bét ky & thu thé GLP-1 dugc néu trong ban mo ta nay nhung c6 hoat tinh (hiéu lyc)
nho hon dang ké & thu thé glucagon. Theo mot s§ phuong an, peptit va bién thé peptit
¢6 EC50 & thu thé glucagon bing hodc 16n hon 100 14n so véi EC50 & thy thé GLP-1.

Hoat tinh chét chi van & thu thé GLP-1 va thyu thé glucagon

Theo cac phuong 4n vi du, peptit va bién thé peptit c¢6 hoat tinh & ca thy thé
GLP-1 va thu thé glucagon va c6 thé dugc coi nhu 1a “chit ddng chu van thu thé
glucagon/GLP-1”. Theo cac phuong &n vi dy, hoat tinh (vi du, EC50 hodc hoat tinh
hodc hiéu luc twong d6i) ctia peptit va bién thé peptit & thu thé glucagon khac khoang
50 1an, khoang 40 1in, khoang 30 14n, khoang 20 14n, khoang 10 1an, hoic khoang 5
14n (cao hon hoic thép hon) so véi hoat tinh cta né (vi du, EC50 hodc hoat tinh hoac
hiéu luc tuong déi) & thu thé GLP-1. Theo céc khia canh vi duy, hiéu luc glucagon ctua
peptit hodc bién thé peptit khdc khoang 25, khoang 20, khoang 15, khoang 10, hoic
khoang 5 14n (cao hon hozc thap hon) so véi hidu luc GLP-1 ctia né. Theo céc khia

canh vi du, hiéu luc glucagon clia peptit hoic bién thé peptit 14 thip hon trong khoang
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25, khoang 20, khoang 15, khoang 10, hoac khodng 5 14n so vé6i hidu luc GLP-1 cla
no.

Theo cac phuong 4n vi du, chit ddng chu van xAp xi déng ning hodic c6 hiéu
luc & thy thé GLP-1 tuong ddi 16n hon so véi thu thé glucagon. Vi du, ty 16 ctia hoat
tinh tuong d6i hoic EC50 hodc hidu luc cua peptit hodc bién thé peptit & thu thé
glucagon chia cho hoat tinh tuong d6i hodic EC50 hoic hiéu luc cua peptit hodc bién
thé peptit & thu thé GLP-1 nho hon hoic bing khoang, X, trong d6 X duoc chon tir
100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 hoac 5. Theo cac phuong an vi dy, ty 1€ cia EC50
hodc hiéu luc hodc hoat tinh twong dbi cua peptit hodc bién thé peptit & thyu thé
glucagon chia cho EC50 hozc hiéu lyc hoic hoat tinh twong ddi ciia peptit hodc bién
thé peptit & thu thé GLP-1 la khoang 1 va nhd hon 5 (vi du, khoang 4, khoang 3,
khoang 2, khoang 1). Theo céc phuong an vi du, ty 1€ cia EC50 hodc hi¢u luc hodc
hoat tinh twong dbi cta peptit hodc bién thé peptit & thu thé GLP-1 chia cho EC50
hodc hiéu luc hodc hoat tinh twong ddi clia peptit hozc bién thé peptit & thu thé
glucagon nho hon 5 (vi du, khoang 4, khoang 3, khodng 2, khoang 1). Theo céc
phuong én vi du, ty lé.cﬁa hiéu Iyc glucagon cia peptit hodc bién thé peptit so véi hidu
Iyc GLP-1 cua peptit hodc bién thé peptit nhé hon hodc bing khoang, Y, trong d6 Y
duogc chon tir 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 va 5. Theo céc phuong an vi du, ty 1€
cua hiéu luc glucagon cua peptit hodc bién thé peptit so v6i hidu luc GLP-1 cta peptit
hodic bién thé peptit nho hon 5 (vi du, khoang 4, khoang 3, khoang 2, khoang 1). Theo
mdt sb phuong 4n, chit twong tw glucagon c6 EC50 & thu thé glucagon 1én hon EC50
& thu thd GLP-1 tir 2 dén 10 14n (vi dy, 2 14n, 3 14n, 4 14n, 5 14n, 6 14n, 7 14n, 8 14n, 9

14n, 10 14n).

Theo céc phuong 4n vi du, peptit vé co ban 1a chét cha van glucagon va c6 hiéu
luc & thu thé glucagon tuong d6i 16n hon so véi thu thé GLP-1 (vi du peptit c6 hi¢u
luc & thu thé glucagon béng 5 14n hodc cao hon so véi & thu thé GLP-1). Vi du, ty 18
ctia hoat tinh hodc hidu luc twong d6i hosic EC50 ctia peptit hodc bién thé peptit & thu
thé GLP-1 chia cho hoat tinh hodc hiéu luc tuong d6i hodc EC50 cua peptit hodc bién
thé peptit & thu thé glucagon nhé hon hozc bang khoang, V, trong d6 V duoc chon tir
100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 hodc 5. Theo mdt sb phuong an, ty 1& cta hiéu luc
GLP-1 ctia peptit hodc bién thé peptit so véi hiéu luc glucagon ctia peptit hodc bién thé
peptit nhé hon hodc bﬁng khoang, W, trong d6 W dugc chon tir 100, 75, 60, 50, 40, 30,
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20, 15, 10 va 5. Theo mdt s& phuong 4n, peptit hozic bién thé peptit c6 it nhét 0,1% (vi
du, khoang 0,5% hodc 16n hon, khodng 1% hodc 16n hon, khoang 5% hodc 16n hon,
khoang 10 % hoic 16n hon, hogc 16n hon nita) hoat tinh cia GLP-1 tu nhién & thu thé
GLP-1 (hiéu luc GLP-1) va c6 it nhét 0,1% (vi du, khoang 0,5% hodc 16n hon, khoang
1% hodc 16n hon, khoang 5% hodc 16n hon, khoadng 10% hodc 16n hon, hodc 16n hon)

hoat tinh ctia glucagon tu nhién & thu thé glucagon (hiéu luc glucagon).
Hoat tinh & thy thé GIP

Ngoai vi€c c6 hoat tinh & thu thé glucagon va/hodc thu thé GLP-1, theo mdt sd
khia canh, peptit va bién thé peptit dugc néu trong ban md ta ndy con co hoat tinh cha
vén thip & thu thé GIP. Theo cic khia canh nay, t6t hon néu cac peptit va bién thé
peptit nay cé tinh chon loc ddi véi thu thé GLP-1 it nhit 12 100 1an so v&i thu thé GIP.

Tuy nhién, theo khia canh khéc, peptit hodc bién thé peptit cé hoat tinh ddng ké
& thu thé GIP, vi du EC50 ctia chét twong tu & thu thé GIP khac it hon khoang 50 14n
so v&i EC50 cua nd & thu thé GLP-1, tuy y, trong d6 hi¢u luc GIP cua chét tuong tu
bing khoang 50 1an hidu lyc GLP-1 cua chit twong tw. Theo cic phuong 4n vi du,
peptit c6 EC50 ddi véi hoat tinh hoat hoa thu thé GIP 1a khoang 1uM hodc thip hon,
hodc 100nM hoac thép hon, hoac khoang 75, 50, 25, 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2 hodc 1nM hoac
thip hon. Cén hiéu ring EC50 cang thip nghia 12 hoat tinh hodc hiéu lyc & thu thé
cang cao. Theo mdt s& phuong 4n, peptit va bién thé peptit dugc néu trong ban mo ta
nay c¢6 EC50 & thu thé GIP bing khoang 0,001 nM, 0,01 nM hoic 0,1 nM. Theo mdt
s6 phuong 4n, peptit va bién thé peptit dugc néu trong ban mé ta nay c¢6 EC50 ¢ thu
thé GIP khong cao hon khoang 100 nM. Su hoat hoé thu thé c6 thé duoc do béng thir
nghiém in vitro do sy cam ung cAMP trong té bao HEK293 biéu hién qua muc thy thé,
vi du thir nghiém té bao HEK293 duoc dbng chuyén nhiém v&i ADN ma hod thu thé
va gen luxiferaza duoc lién két voi yéu t6 dap tng cAMP nhu néu trong Vi du 2.

Theo mét s§ phuong an, peptit va bién thé peptit dugc boc 16 trong ban md ta
nay c6 hoat tinh & thu thé GIP bing it nhit khoang 0,1%, 1%, 10%, 50%, 100%,
150%, hogic 200% hodc cao hon so v6i GIP ty nhién (hiéu luc GIP). Theo mdt sb
phuong 4n, peptit va bién thé peptit dugc néu trong bdn mo ta ndy cé hoat tinh & thy
thé GIP khong 16n hon 1000%, 10.000%, 100.000%, hodc 1.000.000% so v&i GIP tu

nhién. Hoat tinh (hiéu lyc) cta peptit glucagon & thu thé so véi phdi tir tu nhién cla
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thy thé dugc tinh dudi dang ty 1& nghich dao ciia EC50 ddi v&i peptit so v6i phéi tir tu
nhién. |

Nhu vy, mot khia canh trong ban mé ta nay dé xuét peptit va bién thé peptit c6
hoat tinh & ca thy thé glucagon va thy thé GIP (“cht déng chu van glucagon/GIP”).
Theo mot s6 phuwong 4n, EC50 cta peptit & thu thé GIP khéc it hon khoang 50 1n, 40
lan, 30 l4n hoic 20 1in (cao hon hodc thép hon) so v6i EC50 ciia né & thu thé
glucagon. Theo mét s6 phuong éan, hiéu luc GIP cta peptit khac it hon khoang 500,
450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 75, 50, 25, 20, 15, 10 hogc 5 14n (cao hon hodc
thép hon) so véi higu luc glucagon ctia né. Theo mdt sd phuong an, hoat tinh GLP-1
dugc lam giam déng ké& hoic bi triét tiéu, vi du, béng su cai bién axit amin & vitri 7, su
x6a (c4c) axit amin ddu tdn C dén axit amin & vi tri 27 hodc 28, hoic két hop cta

ching.

Theo khia canh khic trong ban md ta nay, peptit va bién thé peptit trong ban mo
ta ndy c6 hoat tinh & thu thé GLP-1 va GIP, nhung khéng c¢6 hoat tinh déng k& & thu
thé glucagon (“chét dong chil van GIP/GLP-1”), vi du, do sy cai bién axit amin Gln &
vi tri 3. Vi dy, su thé & vi tri nz‘iy‘béng axit amin c6 tinh axit, c6 tinh bazo, ho#c ky
nudc (axit glutamic, ornithin, norleuxin) lam giadm hoat tinh glucagon. Theo khia canh
khac, peptit va bién thé peptit c6 hoat tinh & mdi trong s glucagon, thu thé GIP va
GLP-1 (“chét chil vin ba thanh phin glucagon/GIP/GLP-17). Vi duy, theo mdt khia
canh trong sb cac khia canh sau, EC50 ctia peptit & thu thé GIP khac it hon khoang 50
14n, 40 14n, 30 lan hozc 20 lan (cao hon hogc thap hon) so véi EC50 ciia né & thy thé
GLP-1. Theo mdt sb phuong an, hi€u luc GIP cta peptit khdc it hon khoang 25, 20,
15, 10 hodc 5 lan (cao hon hodc thép hon) so véi hiéu luc GLP-1 cia nd. Theo mét sb
phuong 4n, céc peptit ndy c6 hoat tinh clia glucagon ty nhién & thu thé glucagon bing
khoang 10% hodc nho hon, vi du khoang 1-10%, hodc khoang 0,1-10%, ho#c 16n hon
khoang 0,1% nhung nhd hon khoang 10%.

Hoat tinh ctia thé tiép hop

Theo mét s6 phuong &n, peptit va bién thé peptit duoc néu trong ban mo ta nay
¢6 hoat tinh hoic hiéu luc & thu thé glucagon va/hoic hoat tinh & thu thé GLP-1
va/hodc hoat tinh & thu thé GIP, nhu néu trén va, khi peptit hozic bién thé peptit 1a mdt

phin cia thé tiép hop (vi du, duoc tiép hop véi gbc khac loai, vi du, gbc ua nude nhu
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polyetylen glycol), peptit hodc bién thé peptit c6 hoat tinh thip hon (ttrc 1a hiéu luc
thdp hon hogc EC50 cao hon) so véi khi peptit hogic bién thé peptit khong phai 13 mot
phan ctia thé tiép hop. Theo mot sé khia canh, peptit hodc bién thé peptit khi khong
phai 13 mot phan ctia thé tiép hop c6 hidu luc & thu thé glucagon va/hoic thu thé GLP-
1 bang khoang 10 1an hodc 16n hon hiéu Iuc cta peptit hodc bién thé peptit khi 1a mot
phin cua thé tiép hop. Theo mdt sé khia canh, peptit hoic bién thé peptit khi khong
duoc tiép hop c6 hidu luc & thu thé glucagon va/hodc thu thé GLP-1 bing khoang 10
1an, khoang 15 lan, khoang 20 1in, khoang 25 lan, khoang 30 lan, khoang 35 lan,
khoang 40 14n, khoang 45 lan, khoang 50 lan, khoang 100 14n, hodic thAm chi 1én hon
hiéu luc cta peptit hoic bién thé peptit khi duoc tiép hop.

C4u tric clia cAc chat twong tu glucagon
Axyl hoa

Theo mot s& phuong &n, chit twong tu glucagon chira axit amin dugc axyl ho4
(vi dy, axit amin duoc axyl hod khong dugc méa hod (vi duy, axit amin chira nhém axyl
ma khong phai 13 tu nhién ddi voi axit amin c6 trong tu nhién)). Axit amin duoc axyl
hoa theo mdt s6 phuong an lam cho chét twong tu glucagon c6 mot hodc nhidu tinh
chét sau (i) thoi gian ban huy trong hé tudn hoan dai hon, (i) thoi diém bit dAu tac
dong duoc lam tré, (iii) thoi gian tic dong kéo dai, (iv) tinh khang dbi véi proteaza
duoc cai thién, nhu DPP-1V, va (v) hi¢u luc ting l€n & mét trong hai hodc ca hai GLP-
1 va thu thé glucagon. Nhu duge thé hién trong ban mé ta nay, chit twong tu glucagon
duoc axyl hod khong thé hién hoat tinh giam & glucagon va thu thé GLP-1 so v6i chét
tuong tu glucagon khéng dwoc axyl hod tuong tmg. Pung hon 13, trong mét sé vi dy,
chét twong tu glucagon dugc axyl hod thuc su ¢6 hoat tinh ting & cac thu thé GLP-1 va
glucagon. Vi vdy, hiéu lyc cta chét tuong tu glucagon dugc axyl hod 13 c6 thé tuong
dwong vo&i dang khong duogc axyl hod cia chit twong tu glucagon, néu khong duoc

tdng cuong.

Theo mot phuong 4n, chét twong tu glucagon chira nhém axyl ma dugc gén vao
chit twong tw glucagon thong qua lién két este, thioeste, hodc amit nhim muc dich kéo
dai thoi gian ban huy trong hé tudn hoan va/hodc 1am tré thoi diém bat déu tic dong
va/hoic kéo thoi gian tac dong va/hodc cai thién tinh khang ddi véi proteaza nhu DPP-
IV.
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Axyl hod c6 thé duoc tién hanh & vi tri bt ky bén trong chét tuong tu glucagon,
gém vi tri bat ky trong s6 cac vi tri 1-29, tir vi tri du tAn C dén axit amin thit 29 (vi
dy, axit amin & vi tri 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, v.v., ¢ vi tri bén trong doan kéo dai déu tan C hodc & dau tan C), vé6i diéu kién 1a
hoat tinh glucagon va/hoic GLP-1 khong bi mét, néu khong dugc ting cudng. Vi du
khong 1am giéi han sang ché gbm vi tri 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
24, 27, 28 hoic 29. Theo cac phuong 4n vi du, chit twong tu glucagon chira axit amin
duoc axyl hoé tai mot hodc nhidu vi tri duoc chon tir nhém gdm: 9, 10, 12, 16 va 20.
Theo cic phuong 4n vi du, chdt twong tu glucagon chita axit amin duge axyl ho4 tai
mot hodic nhidu vi tri dugc chon tir nhém gbém: 10, 12 va 16. Theo cac phuong an vi
du, chit twong tw glucagon chira axit amin dugc axyl hod tai mot hodc nhiéu vi tri
duoge chon tir nhém gdm: 9, 10, 12, 16 va 20. Theo cac phuong an vi du, chit tuong tu
glucagon chira axit amin dugc axyl hoé tai mdt hodc nhiéu vi trf 10 va 12. Theo cac
phuong 4n vi duy, chét tuong tu glucagon chira axit amin duoc axyl hod & vi tri 12.
Theo cac phuong én vi dy, chét twong tu glucagon chira doan kéo dai ddu tan C va axit
amin dugc axyl hoa tai mdt hodc nhiéu vi tri dugc chon tir nhém gém 9, 10, 12, 16, 20,
va 37-43 (vi du, 40). Theo cic phwong &n cu thé, sy axyl hoa xay ra & vi tri 10 cia chét
tuong tu glucagon va chit twong tu glucagon thiéu ciu néi ndi phan tir, vi dy, cdu ndi
ndi phan tr cong hoa tri (vi du, cAu lactam). Chét tuong tu glucagon dugc axyl hoa
thiéu ciu ndi ndi phan t nay cho thdy hoat tinh ting & cac thu thé GLP-1 va glucagon
so vdi chét twong tu khong duoc axyl hoa thiéu ciu ndi ndi phan tir cong hod tri tuong
mg va so v6i chit trong tu thiéu ciu ndi ndi phéan tir tuong tmg duge axyl hod & vi tri
khong phai 1a vi tri 10. Nhu dugc thé hién trong ban mo ta nay, sw axyl hoa & vi tri 10
¢6 thé thdm chi 1am bién ddi chit tuong tu glucagon ¢ rit it hoat tinh & thu thé
glucagon thanh chat twong tu glucagon cé hoat tinh & ca thu thé glucagon va thy thé
GLP-1. Vi vdy, vi tri tai d6 xay ra sy axyl hod c6 thé 1am thay ddi profin hoat tinh
chung ctia chit tvong tu glucagon.

Chét tuong tu glucagon theo médt s phuong an dwgc axyl hod & ciing vi tri axit
amin tai dé géc wa nude duoc lién két, hodc & cac vi tri axit amin khac nhau. Vi du
khong 1am gi6i han sang ché gdm su axyl hoa & vi tri 10 va PEG ho4 tai mdt hoic

nhiéu vi tri & phén dAu tan C coa chét tuong tu glucagon, vi dy, vi tri 24, 28 hodc 29,
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trong doan kéo dai déu tan C, hoic & dau tan C (vi dy, bﬁng cach bd sung Cys déu tan
O).

Nhém axyl cé thé duoc lién két cong hod tri truc tiép véi axit amin ctia chat
tuong tu glucagon, hogc gidn tiép véi axit amin clia chat tuong tu glucagon qua ving
dém, trong d6 viing dém dugc b tri gitta céc axit amin ctia chét twong tu glucagon va

nhom axyl.

Theo cic khia canh cu thé, chét twong tu glucagon duoc bién ddi dé chira nhém
axyl bang cach axyl hoa truc tiép amin, hydroxyl, hoic thiol ctia mach bén cta axit
amin cta chit tvong tu glucagon. Theo mot s6 phuong 4n, su axyl hod 1a & vi tri 10,
20, 24 hodc 29 clia chit twong tu glucagon. Lién quan dén vin d& nay, chét twong tu
glucagon dugc axyl hod céd thé chira trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 1,
hodc trinh tu axit amin duoc bién dbi cua chiing gém mot hodc nhiéu cai bién axit
amin dugc néu trong ban mo ta ndy, véi it nhdt mot trong sb cac axit amin & vi tri 10,
20, 24 va 29 cta chit tuong tu duoc bién dbi thanh axit amin bat ky c6 mach bén
amin, hydroxyl, hodc thiol. Theo mdt sb phuong &n cu thé, su axyl hoa truc tiép chét
tuong tu glucagon x4y ra thong qua mach bén amin, hydroxyl hodc thiol cta axit amin
& vi tri 10.

Theo mot s& phuong &n, axit amin chira mach bén amin 13 axit amin c6 cong

thuce I:
H
H,N——C——COOH
(CHa)n
NH,
trong d6 n =1 dén 4
[Cong thtc I

Theo mét s6 phwong 4n vi du, axit amin c¢6 cong thirc I, 13 axit amin trong d6 n
la 4 (Lys) hodc n 1a 3 (Orn).

Theo phuong an khéc, axit amin chira mach bén hydroxyl 1a axit amin c6 cong

thace II:
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H
H,N——C——COOH

(CHa)n

OH
trong d6 n =1 dén 4
[Cong thuc IT]

Theo mét s& phuong 4n vi du, axit amin c¢6 cong thirc II 13 axit amin trong d6 n

la 1 (Ser).

Theo cac phuong 4n khéc nita, axit amin chira mach bén thiol 1a axit amin ¢o

cong thac II:

H
HoN——C ——COOH

(CH2)n

SH
trong d6 n =1 dén 4
[Cong thuc IIT]

Theo mdt sb phuong 4n vi duy, axit amin c6 cong thire III 13 axit amin trong d6 n

la 1 (Cys).

Theo céc phuong 4n khéc nita, axit amin chira mach bén amin, hydroxyl, hoic
thiol 1 axit amin dugc thé hai l4n chira ciing ciu tric ¢ cong thic I, cong thuc II,
hodc cdng thic ITI, ngoai trir viée hydro duoc lién két vao cacbon alpha cta axit amin

cd cong thire I, cong thire II, hodc cong thirc 11T duoc thé béng mach bén th hai.

Theo mét s& phuong 4n, glucagon dugc axyl hod chira ving dém gitra chét
tuong tw va nhém axyl. Theo mdt s6 phuong 4n, chét tuong tur glucagon dugc lién két

cong hod tri vdi ving dém, ma duogc lién ket cong hod tri voi nhom axyl.

Theo mdt sb phuong an, ving dém la axit amin chira mach bén amin, hydroxyl,
hodc thiol, hodc dipeptit hodc tripeptit chira axit amin chta mach bén amin, hydroxyl,
hoic thiol. Axit amin ¢6 ving dém dugc gén vao ¢ thé 12 axit amin bat ky (vi du, axit
amin duoc thé o mot 14n hodc hai 14n) chira gbc cho phép lién két véi vung dém. Vi

dy, axit amin chira mach bén NH,, —OH, hodc —COOH (vi duy, Lys, Orn, Ser, Asp,
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hozc Glu) la thich hop. Theo khia canh nay, chat tvong tr glucagon dugc axyl hoa cé
thé chira trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 1, hoéc trinh tu axit amin
duoc bién ddi cua chung gém mot hozic nhiéu cai bién axit amin duge néu trong ban
mb ta ndy, voi it nhit mot trong s cac axit amin & vi tri 10, 20, 24 va 29 duoc bién dbi

thanh axit amin bét ky c6 mach bén amin, hydroxyl hogc carboxylat.

Theo mot sb phuong 4n, ving dém 1a axit amin chira mach bén amin, hydroxyl,
hogc thiol, hogc dipeptit hogc tripeptit gdm axit amin chira mach bén amin, hydroxyl,

hoéc thiol.

Khi axyl hod xdy ra thong qua nhom amin ctia ving dém, sy axyl hoa nay cé
thé x4y ra qua amin alpha clia axit amin hogic amin mach bén. Trong trudng hop amin
alpha dugc axyl hod, axit amin cua vung dém co thé 13 axit amin bét ky. Vi du, axit
amin cta viung dém c6 thé 13 axit amin ky nudce, vi du, Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Trp,
Met, Phe, Tyr, axit 6-aminohexanoic, axit 5S-aminovaleric, axit 7-aminoheptanoic, va
axit 8-aminooctanoic. Theo cach khic, axit amin clia ving dém c6 thé 1a géc cO tinh
axit, vi du, Asp, Glu, axit homoglutamic, axit homoxysteic, axit xysteic, axit gama-

glutamic.

Trong truong hop mach bén amin cta axit amin ctia viung dém dugc axyl hoa,
axit amin cua vung dém la axit amin chira amin mach bén, vi du, axit amin ¢4 cong
thirc I (vi dy, Lys hodc Orn). Trong trudéng hop nady, c6 thé ca amin alpha va amin
mach bén ciia axit amin cta ving dém déu dugc axyl hod, sao cho chit tuong tu
glucagon duoc axyl hod hai lan. Cac phwong 4n ctia sing ché gdm phan tir duoc axyl

ho4 hai lan nay.

Khi axyl hoa x4y ra thong qua nhéom hydroxyl cia ving dém, axit amin hodc
mdt trong s6 céc axit amin ctia dipeptit hodc tripeptit c6 thé 14 axit amin c6 cong thirc
II. Theo phuong 4n vi du cu thé, axit amin 1a Ser.

Khi axyl hoa xay ra thong qua nhém thiol ctia ving dém, axit amin hodc mot
trong sd cac axit amin ctia dipeptit hodc tripeptit c6 thé 1a axit amin c¢6 cong thuc III.
Theo phuong an vi du cu thé, axit amin 1a Cys.

Theo mét s6 phuong 4n, ving dém 1a ving dém hai chic va nude. Theo
phwong an nhat dinh, viing dém hai chirc wa nudc chira hai hoic nhidu hon hai nhém

¢6 tinh phan tng, vi du, amin, hydroxyl, thiol, va nhém carboxyl hoic cac két hop bét
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ky cta ching. Theo phuong 4n nhét dinh, ving dém hai chirc va nude chira nhém
hydroxyl va carboxylat. Theo phuong an khac, ving dém hai chitc va nudc chira nhém
amin va carboxylat. Theo phuong én khéc, ving dém hai chirc wa nudc chira nhom
thiol va carboxylat. Theo phuwong 4an cu thé, ving dém ch¥a amino
poly(alkyloxy)carboxylat. Lién quan dén vin dé nay, ving dém c6 thé chira, vi du,
NH,(CH,CH,0),(CH,),COOH, trong d6 m 14 sb nguyén bat ky tir 1 dén 6 va n 1a sb
nguyén bét ky tr 2 dén 12, nhu, vi duy, axit 8-amino-3,6-dioxaoctanoic, ¢ béan trén thi

truong tir Peptide International, Inc. (Louisville, KY).

Theo mdt sb phuong 4n, ving dém 14 ving dém hai chiic ky nuée. Ving dém
hai chic ky nudc la da biét trong linh vuc. Xem tai li€u, vi du, Bioconjugate
Techniques, G. T. Hermanson (Academic Press, San Diego, CA, 1996), duoc két hop
vao ban mb ta bang cach vién dan. Theo phuong 4n nhat dinh, ving dém hai chuc ky
nude chtra hai hodc nhidu hon hai nhém c6 tinh phan tng, vi dy, amin, hydroxyl, thiol,
va nhom carboxyl hozc cac két hop bat ky ctia chiing. Theo phwong 4n nhét dinh, vung
dém hai chtrc ky nudc chira nhém hydroxyl va carboxylat. Theo phuong én khac, ving
dém hai chuc ky nudc chira nhoém amin va carboxylat. Theo phuong an khac, ving
dém hai chtrc ky nudc chira nhém thiol va carboxylat. Ving dém hai chirc ky nudc
thich hop gdm carboxylat va nhém hydroxyl hoic nhém thiol 1a d4 biét trong linh vuc

va gom, vi dy, axit 8-hydroxyoctanoic va axit 8-mercaptooctanoic.

Theo mdt s6 phuong 4an, ving dém hai chtic khéng phai 14 axit dicarboxylic
chira metylen khong phan nhanh c¢6 1 dén 7 nguyén tir cacbon gifta cdc nhom
carboxylat. Theo mdt s6 phuong 4n, ving dém hai chic 13 axit dicarboxylic chita

metylen khong phan nhanh ¢6 1 dén 7 nguyén tir cacbon gitta cic nhém carboxylat.

Vung dém (vi dy, axit amin, dipeptit, tripeptit, ving dém hai chitc va nudc,
hodc ving dém hai chirc ky nudc) theo phuong 4n cu thé c6 chiéu dai gdm tir 3 dén 10
nguyén tir (vi du, tir 6 &én 10 nguyén tir (vi dy, 6, 7, 8, 9, hozc 10 nguyén tir)). Theo
phuong 4n cu thé hon, ving dém c6 chiéu dai gdm khoang tir 3 dén 10 nguyén tir (vi
du, tir 6 &én 10 nguyén tir) va nhém axyl 1a nhém C12-C18 axyl béo, vi du, nhém C14
axyl béo, nhém C16 axyl béo, sao cho tng chiéu dai clia ving dém va nhém axyl 13 tir
14 dén 28 nguyén tt, vi du, khodng 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27 hodc 28 nguyén tir. Theo mot s& phuwong an, chiéu dai ctia ving dém va nhém axyl

1a tir 17 dén 28 (vi du, tir 19 dén 26, tir 19 dén 21) nguyén tir.
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Theo céc phuong 4n nhét dinh néu trén, ving dém hai chirc c6 thé 13 axit amin
tdng hop hodc co trong tu nhién (gém, nhung khéng gidi han &, axit amin bit ky dugc
néu trong ban mo ti nay) gdm khung axit amin c6 chiéu dai gdm tir 3 dén 10 nguyén
tr (vi dy, axit 6-aminohexanoic, axit S-aminovaleric, axit 7-aminoheptanoic, va axit 8-
aminooctanoic). Theo cach khéc, ving dém c6 thé 1a ving dém dipeptit hodc tripeptit
c¢6 khung peptit c6 chiéu dai gdm tir 3 dén 10 nguyén tir (vi du, tir 6 dén 10 nguyén tl).
MB@i axit amin ctia ving dém dipeptit hoic tripeptit c6 thé 1a gidng hodic khac (c4c) axit
amin khéc ctia dipeptit hodc tripeptit va c6 thé dwoc chon déc 1ap tir nhém gdm: axit
amin c6 trong tu nhién hodc dugc ma hoa va/hodc khong duge mi hoa hodc khong cé
trong tw nhién, gém, vi du, chit déng phan D hozc L bat ky ctia axit amin c6 trong tu
nhién (Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Arg, Ser, Thr,
Val, Trp, Tyr), hodc chit dong phan D hosc L bat ky ciia axit amin khong c6 trong tu
nhién hodc khong duge mé hod duoc chon tir nhém gdm: B-alanin (B-Ala), N-o-metyl-
alanin (Me-Ala), axit aminobutyric (Abu), axit y-aminobutyric (y-Abu), axit
aminohexanoic (e-Ahx), axit aminoisobutyric (Aib), axit aminometylpyrol carboxylic,
axit aminopiperidincarboxylic, aminoserin (Ams), axit aminotetrahydropyran-4-
carboxylic, argihin N-metoxy-N-metyl amit, axit B-aspartic (B-Asp), axit azetidin
carboxylic, 3-(2-benzothiazolyl)alanin, a-tert-butylglyxin, axit 2-amino-5-ureido-n-
valeric (xitrulin, Cit), p-xyclohexylalanin (Cha), axetamidometyl-xystein, axit
diaminobutanoic (Dab), axit diaminopropionic (Dpr), dihydroxyphenylalanin (DOPA),
dimetylthiazolidin (DMTA), axit y-glutamic (y-Glu), homoserin (Hse), hydroxyprolin
(Hyp), isoleuxin N-metoxy-N-metyl amit, metyl-isoleuxin (Melle), axit isonipecotic
(Isn), metyl-leuxin (MeLeu), metyl-lysin, dimetyl-lysin, trimetyl-lysin, methanoprolin,
methionin-sulfoxit (Met(O)), methionin-sulfon (Met(O,)), norleuxin (Nle), metyl-
norleuxin (Me-Nle), norvalin (Nva), ornithin (Orn), axit para-aminobenzoic (PABA),
penicillamin (Pen), metylphenylalanin (MePhe), 4-clophenylalanin (Phe(4-Cl)), 4-
flophenylalanin (Phe(4-F)), 4-nitrophenylalanin (Phe(4-NO,)), 4-xyanophenylalanin
((Phe(4-CN)), phenylglyxin (Phg), piperidinylalanin, piperidinylglyxin, 3,4-
dehydroprolin, pyrolidinylalanin, sarcosin (Sar), selenoxystein (Sec), O-Benzyl-
phosphoserin, axit 4-amino-3-hydroxy-6-metylheptanoic (Sta), axit 4-amino-5-
xyclohexyl-3-hydroxypentanoic (ACHPA), axit 4-amino-3-hydroxy-5-
phenylpentanoic (AHPPA), axit 1,2,3,4,-tetrahydro-isoquinolin-3-carboxylic (Tic),
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tetrahydropyranglyxin,  thienylalanin =~ (Thi), = O-benzyl-phosphotyrosin,  O-
phosphotyrosin, metoxytyrosin, etoxytyrosin, O-(bis-dimetylamino-phosphono)-
tyrosin, tyrosin sulfat tetrabutylamin, metyl-valin (MeVal), va axit 3-

mercaptopropionic dugc alkyl hoa.

Theo mot sb phuong &n, ving dém cé dién tich &m toan phﬁn, vi du, chira mot
hodc hai axit amin tich dién 4m. Theo mdt s& phuong 4n, dipeptit khong phai la
dipeptit bat ky c6 cu tric chung A-B, trong d6 dugc chon tr nhém gbém Gly, Gln,
Ala, Arg, Asp, Asn, Ile, Leu, Val, Phe, va Pro, trong d6 B dugc chon tir nhém gém
Lys, His, Trp. Theo mét ) phuong én, ving dém dipeptit duoc chon tir nhém gém:
Ala-Ala, B-Ala- B-Ala, Leu-Leu, Pro-Pro, axit y-aminobutyric- axit y-aminobutyric,
Glu-Glu, va y-Glu- y-Glu.

Theo mdt sb phuong an vi du, chét tuong tu glucagon duoc bién dbi dé chua
nhom axyl bing cach axyl hod amin, hydroxyl, hodc thiol cua ving dém, ving dém
nay duoc gén vao mach bén cua axit amin & vi tri 10, 20, 24 hodc 29, hodc ¢ axit amin

dAu tan C ctia chit trong tu glucagon.

Theo phuong 4n cu thé khéc nita, nhém axyl dugc gin vio axit amin & vi tri 10
ctia chit twong tu glucagon va chidu dai clia ving dém va nhém axyl la tir 14 dén 28
nguyén tr. Axit amin & vi tri 10, theo mot s6 khia canh, 13 axit amin c6 cong thic I, vi
du, Lys, hodc axit amin duoc thé hai lan lién quan dén Coéng thirc I. Theo phuong 4n
cu thé hon, chit twrong trr glucagon thiéu ciu ndi ndi phén tr, vi dy, cAu ndi noi phén tur
cong hoa tri. Chét twong tu glucagon, vi dy, ¢6 thé 13 chit twong tw glucagon gdm mot
hoidc nhiéu axit amin dugc thé hai lan alpha, alpha, vi du, AIB, dé 1am n dinh xo0&n

alpha ctia chit tuvong tu.

Phuong phap thich hop d axyl hod peptit thong qua amin, hydroxyl, va thiol la
da biét trong linh vuc. Xem tai liéu, vi du, Vi du 19 (d6i voi phwong phép axyl hoa
thong qua amin), Miller, Biochem Biophys Res Commun 218: 377-382 (1996);
Shimohigashi and Stammer, Int J Pept Protein Res 19: 54-62 (1982); va Previero et
al., Biochim Biophys Acta 263: 7-13 (1972) (d6i v&i phuong phap axyl hod thong qua
hydroxyl); va San and Silvius, J Pept Res 66: 169-180 (2005) (d6i voi phuong phap
axyl hoa thong qua thiol); Bioconjugate Chem. "Chemical Modifications of Proteins:

History and Applications" pages 1, 2-12 (1990); Hashimoto et al., Pharmacuetical Res.
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"Synthesis Palmitoyl Derivatives of Insulin and their Biological Activity " Vol. 6, No:
2 pp.171-176 (1989).

Nhom axyl cta axit amin duoc axyl hoa c6 thé c6 kich thudc bét ky, vi dy,
chiéu dai mach cacbon bat ky, va cé thé 13 mach théng hodc mach nhanh. Theo mot sb
phuong 4n cu thé, nhém axyl 13 axit béo C4 dén C30. Vi dy, nhém axyl c6 thé 1a nhém
bat ky trong s6 axit béo C4, axit béo C6, axit béo C8, axit béo C10, axit béo C12, axit
béo C14, axit béo C16, axit béo C18, axit béo C20, axit béo C22, axit béo C24, axit
béo C26, axit béo C28, hodc axit béo C30. Theo mdt sd phuong an, nhom axyl 13 axit
béo C8 dén C20, vi dy, axit béo C14 hogc axit béo C16.

Theo phuong 4an thay thé khac, nhém axyl 13 axit mat. Axit mat c6 thé 13 axit
mat thich hop bit ky, bao gdm, nhung khong gi6i han &, axit cholic, axit
chenodeoxycholic, axit deoxycholic, axit lithocholic, axit taurocholic, axit glycocholic,

va axit cholesterol.

Theo mdt s6 phuong 4an, chit twong tu glucagon chira axit amin dugc axyl ho
bang cach axyl hod alkan mach dai bang chét tuong tu glucagon. Theo céc khia canh
cu thé, alkan mach dai cha nhém amin, hydroxyl, ho#c thiol (vi du, octadexylamin,
tetradecanol, va hexadecanthiol) ma phdn Umg véi nhém carboxyl, hodc dang dugc
hoat hod cta nd, cua chit tuong tu glucagon. Nhém carboxyl, hoic dang dugc hoat
ho4 clia no, cua chit tuong tu glucagon c6 thé 1a mot phﬁn cuia mach bén cua axit amin
(vi duy, axit glutamic, axit aspartic) ciia chét twong tu glucagon hozc c6 thé 1a mot phan

khung ctia chit twong tur.

Theo phuong 4n nhét dinh, chét tuong tu glucagon dugc bién dbi dé chira nhom
axyl bing cach axyl ho4 alkan mach dai bang ving dém ma dugc gén vao chét tuong
tu glucagon. Theo céac khia canh cu thé, alkan mach dai chtra nhém amin, hydroxyl,
hodc thiol phan Umg véi nhém carboxyl, hodc dang dugc hoat hoéd ciia nd, cia ving
dém. Vung dém thich hop chira nhém carboxyl, hodc dang dugc hoat hoé ctia nd, dugc
néu trong badn mo ta nay va gém, vi dy, ving dém hai chire, vi du, axit amin, dipeptit,

tripeptit, ving dém hai chirc wa nudc va vung dém hai chic ky nude.

Trong ban md ta nay, thudt nglt “dang duoc hoat hod ctia nhdm carboxyl” chi
nhém carboxyl ¢ cong thirc chung R(C=0)X, trong d6 X 1a nhém rdi chuyén va R 13

chét twong tu glucagon hodc ving dém. Vi du, dang dugc hoat hod cia nhém carboxyl
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c6 thé bao gdm, nhung khong giéi han &, axyl clorua, anhydrit, va este. Theo mdt sb
phuong 4n, nhém carboxyl duoc hoat hod la este c6 nhém rdi chuyén N-

hydroxysuxinimit este (NHS).

Lién quan dén cac khia canh nay, trong do alkan mach dai dugc axyl hoa béng
chit twong tw glucagon hodc ving dém, alkan mach dai c6 thé c6 kich thuéc bit ky va
c6 thé ¢ chiu dai mach cacbon bét ky. Alkan mach dai c6 thé 1a mach théng hodc
mach nhanh. Theo c4c khia canh nay, alkan mach dai 1a alkan C4 dn C30. Vi dy,
alkan mach dai c6 thé 13 mach bét ky trong s6 alkan C4, alkan C6, alkan C8, alkan
C10, alkan C12, alkan C14, alkan C16, alkan C18, alkan C20, alkan C22, alkan C24,
alkan C26, alkan C28, hoic alkan C30. Theo mdt sb phuong én, alkan mach dai chia
alkan C8 dén C20, vi dy, alkan C14, alkan C16, hoac alkan C18.

Ngoai ra, theo mét sé phwong an, nhém amin, hydroxyl, hodc thiol cua chit
twong tu glucagon dugc axyl hod véi axit cholesterol. Theo phuong 4n cu thé, chit
tuong tu glucagon duoc lién két véi axit cholesterol thong qua ving dém des-amino
Cys dugc alkyl ho4, tic 13, ving dém axit 3-mercaptopropionic dugc alkyl hod. Ving
dém des-amino Cys duogc alkyl hoé c6 thé 13, vi du, ving dém des-amino-Cys chira

gbc dodecaetylen glycol. Theo mot phuong 4n, chét tuong tyr glucagon ¢6 ciu tric:

O

Chét tuong tu glucagon dugc axyl hod dugc néu trong ban mé ta nay c6 thé
duoc bién ddi thém dé chira gbc wa nudce. Theo mét s6 phuong 4n cu thé, gbc ua nudc
c6 thé chira mach polyetylen glycol (PEG). Su két hop cua gdc wa nude c6 thé duoc
thuc hién bang phuong thirc thich hop bat ky, nhu phuong phép bat ky dugc néu trong
ban mb ta nay. Lién quan dén van dé nay, chét tvong tu glucagon duoc axyl hoa c6 thé
chira SEQ ID NO: 1, gdm cai bién bit ky dugc néu trong ban mé ta nay, trong do it

nhit mot trong s céc axit amin & vi tri 10, 20, 24 va 29 cia chit tuong ty chira nhém
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axyl va it nhét mot trong sb céc axit amin & vi tri 16, 17, 21, 24 hodc 29, vi tri & trong
doan kéo dai diu tan C, hodc axit amin du tdn C dugc bién ddi thanh Cys, Lys, Orn,
homo-Cys, hodc Ac-Phe, va mach bén cua axit amin dugc lién Kkét cdng hoa tri vao géc
ua nuoc (vi du, PEG). Theo mét s6 phuong an, nhom axyl dugc gén vao vi tri 10, tiy
y théng qua ving dém chira Cys, Lys, Om, homo-Cys, hodc Ac-Phe, va gbc wa nude

duoc két hop & gbe Cys & vi tri 24.

Theo cach khéc, chit trong tu glucagon duoc axyl hoa c6 thé chira viung dém,
trong d6 ving dém duoc axyl hod va dugc bién déi dé chira gc wa nudc. Vi du khong
lam gi6i han sang ché vé viing dém thich hgp gém ving dém chra mdt hoic nhidu axit

amin duoc chon tir nhém gdm Cys, Lys, Orn, homo-Cys va Ac-Phe.
Alkyl hoa

Theo mét sd phuong 4n, chit twong tu glucagon chira axit amin dugc alkyl hoa
(vi dy, axit amin dugc alkyl hod khong duoc méa hod (vi dy, axit amin chira nhom alkyl
ma khoéng phai 13 ty nhién dbi véi axit amin ¢6 trong tw nhién)). Khéng bi gisi han boi
ly thuyét cu thé bét ky, tin ring viéc alkyl hoa chit twong tu glucagon dat dugc cac tac
dung tuong tw, néu nhu khong phai la tac dung giéng hét, nhu su axyl hod chét tuong
tu glucagon, vi dy, thoi gian ban huy dai hon trong hé tudn hoan, thoi didm bat dAu tac
dong duoc 1am trd, thoi gian tic dong kéo dai, tinh khang dbi véi proteaza dugc cai

thién, nhu DPP-IV, va hi€u luc tdng lén & céc thu thé GLP-1 va glucagon.

Alkyl hoé c6 thé duogc tién hanh & vi tri bit ky trong chit tuong tu glucagon,
gbm vi tri bt ky trong s& cac vi tri dugc néu trong ban mb ta nay nhu 13 vi tri dé axyl
ho4, bao gdm nhung khéng gii han &, vi tri bt ky trong s céc vi tri axit amin 1-29,
tir vi tri axit amin déu tn C dén gbc thr 29, vi du, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, v.v., & vi tri bén trong doan kéo dai d4u tan C, hodc &
d4u tan C, voi diéu kién 13 hoat tinh glucagon hodc hoat tinh GLP-1 dugc giit lai. Vi
du khong 1am gi6i han sang ché gom vi tri 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 24, 27, 28, hoac 29. Theo cac phuong an vi du, chét tuong tu glucagon chira axit
amin duogc alkyl hod tai mdt hodc nhiéu vi tri dugce chon tir nhém gém: 9, 10, 12, 16,
va 20. Theo c4c phuong 4n vi dy, chét twong ty glucagon chira axit amin duogc alkyl
hoé tai mot hodc nhiéu vi tri duge chon tir nhém gém: 10, 12, va 16. Theo cac phuong

an vi du, chét tuong tu glucagon chtra axit amin dugc alkyl hod tai mdt hodc nhidu vi

-27-



24921

tri dugc chon tir nhom gff)m: 9, 10, 12, 16 va 20. Theo cac phuong an vi duy, chét tuong
tu glucagon chira axit amin duoc alkyl hod tai mot hodc nhiéu vi tri 10 va 12. Theo cac
phuong 4n vi du, chat twong tw glucagon chita axit amin dwogc alkyl hod & vi tri 12.
Theo céc phuong an vi du, cht tvong tu glucagon chira doan kéo dai du tan C va axit
amin duoc alkyl hoa tai mot hodc nhidu vi tri duogc chon tir nhém gdm 9, 10, 12, 16, 20
va 37-43 (vi dy, 40). Nhém alkyl c6 thé duoc lién két cdng hoa tri truc tiép vOi axit
amin clia chit tuong tu glucagon, hodc gién tiép véi axit amin ctia chét tuong tu
glucagon qua ving dém, trong d6 ving dém duoc b tri gifta cac axit amin ctia chat
tuong tw glucagon va nhém alkyl. Chit twong tu glucagon c6 thé duoc alkyl hod &
cung vi tri axit amin ma géc wa nude duge lién két, hodc & cac vi tri axit amin khac
nhau. Vi du khéng 1am giéi han sang ché gdm sy alkyl hod & vi tri 10 va sy PEG hoa
tai mot hodc nhidu vi tri trong phéan dau tan C cta chét tuong tu glucagon, vi du, vi tri
24, 28 hoic 29, & trong doan kéo dai dau tan C, hodc & du tan C (vi du, bing cach bd

sung Cys diu tan C).

Theo céc khia canh cu thé, chat tuong tu glucagon duoc bién ddi dé chtra nhém
alkyl bang céach alkyl hoa truc tiép amin, hydroxyl, hodc thiol ctia mach bén ctia axit
amin cta cht twong tu glucagon. Theo mdt s6 phuong 4n, sy alkyl hod 1a & vi tri 10,
20, 24 hodc 29 ctia chit twong tu glucagon. Lién quan dén vin d& nay, chit twong tu
glucagon dugc alkyl hoa cé thé chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2,
hodc trinh tu axit amin dugc bién d6i cia ching gdm mot hodc nhidu cai bién axit
amin dugc néu trong ban md ta ndy, véi it nhat mot trong s6 cac axit amin & vi tri 10,
20, 24 va 29 dugc bién dbi thanh axit amin bét ky c6 mach bén amin, hydroxyl, hoac
thiol. Theo mdt s& phwong 4n cu thé, sy alkyl hoa truc tiép chit twong tr glucagon xay

ra thong qua mach bén amin, hydroxyl, hodc thiol clia axit amin & vi tri 10.

Theo mdt sO phuong én, axit amin chira amin mach bén la axit amin c6 cong
thie 1. Theo mot s6 phuong an vi du, axit amin cé cong thirc I, 13 axit amin trong d6 n

la 4 (Lys) hodc n 14 3 (Orn).

Theo phuong an khac, axit amin chtra hydroxyl mach bén 1a axit amin c6 cong
thirc II. Theo mot sb phuong an vi duy, axit amin c6 cong thirc I 14 axit amin trong d6 n
la 1 (Ser).
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Theo céc phuong an khéc nita, axit amin chira thiol mach bén 1a axit amin c6
cong thic III. Theo mdt sé phuong 4n vi duy, axit amin ¢ cong thire IIT 13 axit amin

trong dé n1a 1 (Cys).

Theo cac phuong én khac nita, axit amin chira amin, hydroxyl, hodc thiol mach
bén 14 axit amin duoc thé hai 14n chira cling cdu tric ¢ cong thirc I, Cong thire II, hodc
Cong thue III, ngoai trir viéc hydro duoc lién két voi cacbon alpha cta axit amin c6

cong thirc I, Cong thirc 11, hoic Cong thire ITI dwoc thé bing mach bén thit hai.

Theo mét s& phuong 4n, chit twong tw glucagon dugc alkyl hoa chira ving dém
nim gifta chit tuong tu va nhém alkyl. Theo mét sb phuwong 4n, chét twong tu
glucagon dugc lién két cdng hoa tri véi vung dém, ma dugc lién két cdng hoa tri véi
nhom alkyl. Theo mot s§ phuong 4n vi du, chét twong tu glucagon duogc bién dbi dé
chira nhém alkyl biang cach alkyl hod amin, hydroxyl, hodc thiol clia ving dém, ving
dém nay dugc gin vao mach bén cia axit amin & vi tri 10, 20, 24, ho#ic 29 cta chét
tuong tu glucagon. Axit amin ¢ ving dém duge gin vao c6 thé 13 axit amin bét ky c6
géc cho phép lién két voi vung dém. Vi dy, axit amin chira mach bén NH,, —OH, hoéc
—~COOH (vi du, Lys, Orn, Ser, Asp, hodc Glu) 1a thich hgp. Theo khia canh nay, chét
twong tu glucagon duoc alkyl hoa c6 thé chira trinh tu axit amin dugc bién déi cta
SEQ ID NO: 1, gém mdt hodic nhidu cai bién axit amin dugc néu trong ban mo ta nay,
véi it nhat mot trong s6 cac axit amin & vi tri 10, 20, 24 va 29 duogc bién dbi thanh axit

amin bt ky c6 amin, hydroxyl hogc carboxylat mach bén.

Theo mét s phuong an, viing dém 13 axit amin chita amin, hydroxyl, hoic thiol
mach bén hoic dipeptit hoic tripeptit gdm axit amin chtra amin, hydroxyl, hozc thiol

mach bén.

Khi su alkyl hoa xay ra thong qua nhém amin ctia ving dém, su alkyl hoa cé
thé xay ra théng qua amin alpha cla axit amin hogc amin mach bén. Trong truong hop
amin alpha dugc alkyl hod, axit amin cta vung dém co thé 13 axit amin bt ky. Vi du,
axit amin cua vung dém cé thé 14 axit amin ky nudc, vi du, Gly, Ala, Val, Leu, Ile,
Trp, Met, Phe, Tyr, axit 6-aminohexanoic, axit 5-aminovaleric, axit 7-aminoheptanoic,
va axit 8-aminooctanoic. Theo cach khéc, axit amin ciia ving dém c6 thé 14 gdc ¢ tinh
axit, vi dy, Asp va Glu, véi diéu kién 13 sy alkyl hoa xay ra trén amin alpha ctia géc cd

tinh axit. Trong trudng hop amin mach bén cuia axit amin cia vung dém duoc alkyl
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ho4, axit amin cua vung dém la axit amin chta amin mach bén, vi du, axit amin c6
cong thic I (vi dy, Lys hodc Orn). Trong trudng hop ndy, c6 thé 14 ca amin alpha va
mach bén amin ctia axit amin ctia ving dém déu dugc alkyl hod, sao cho chit tuong tu
glucagon dugc alkyl hoa hai lan (c6 hai nhém alkyl). Cac phuong 4n cia sang ché gdm

céc phan tir dugc alkyl hoa hai 14n nay.

Khi sy alkyl hod x&y ra thong qua nhém hydroxyl cta ving dém, axit amin
hoic mét trong sé cac axit amin cta dipeptit hodc tripeptit c¢6 thé 14 axit amin c6 cong

thire I1. Theo phuong an vi du cu thé, axit amin 1a Ser.

Khi sy alkyl hod xay ra thong qua nhom thiol cia ving d€m, axit amin hodc
mdt trong s6 céc axit amin cta dipeptit hodc tripeptit c6 thé 13 axit amin c6 cdng thirc

I1I. Theo phuong an vi du cu thé, axit amin 13 Cys.

Theo mdt sé phuong 4n, ving dém 13 ving dém hai chitc wa nuéc. Theo
phuong an nhét dinh, ving dém hai chirc wa nudc chira hai hodc nhiéu hon hai nhém
c6 tinh phan tmg, vi du, amin, hydroxyl, thiol, va nhém carboxyl hoic céc két hop bét
ky cta ching. Theo phuong 4n nhit dinh, ving dém hai chirc wa nuéc chira nhém
hydroxyl va carboxylat. Theo phuong 4n khéc, ving dém hai chirc wva nude chita nhom
amin va carboxylat. Theo phuong an khéc, ving dém hai chirc va nudc chita nhom
thiol va carboxylat. Theo phuong 4n cu thé, ving dém chta amino
poly(alkyloxy)carboxylat. Lién quan dén van dé nay, ving dém c6 thé chtra, vi du,
NH,(CH,CH,0),(CH,),COOH, trong d6 m 1a s6 nguyén bét ky tir 1 &n 6 va n 1a sb
nguyén bat ky tur 2 dén 12, nhu, vi du, axit 8-amino-3,6-dioxaoctanoic, ¢6 ban trén thi

truong tir Peptide International, Inc. (Louisville, KY).

Theo mét s6 phuong 4n, ving dém 13 ving dém hai chirc ky nudc. Theo
phuong 4n nhat dinh, ving dém hai chirc ky nuéc chira hai hodc nhiéu hon hai nhém
cé tinh phan umg, vi du, amin, hydroxyl, thiol, vd nhdm carboxyl hodc cic két hop bat
ky cta chung. Theo phuong 4n nhét dinh, ving dém hai chic ky nudc chita nhom
hydroxyl va carboxylat. Theo phuong 4n khéc, ving dém hai chtrc ky, nude chira nhom
amin va carboxylat. Theo phuong an khéc, ving dém hai chic ky nudc chira nhém
thiol va carboxylat. Ving dém hai chirc ky nudc thich hgp gdm carboxylat va nhém
hydroxyl hodc nhom thiol 1a da biét trong linh vuc va gém, vi duy, axit 8-

hydroxyoctanoic va axit 8-mercaptooctanoic.
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Vung dém (vi dy, axit amin, dipeptit, tripeptit, ving dém hai chirc wa nudc,
hoic viing dém hai chitc ky nuéc) theo phwong an cu thé c6 chidu dai tir 3 dén 10
nguyén tir (vi du, tir 6 dén 10 nguyén tir (vi du, 6, 7, 8, 9 hodc 10 nguyén tir)). Theo
phuong 4n cu thé hon, viing dém c6 chiéu dai khoang tir 3 dén 10 nguyén tir (vi dy, tir
6 dén 10 nguyén t) va alkyl 14 nhém C12 dn C18 alkyl, vi du, nhém C14 alkyl,
nhém C16 alkyl, sao cho tdng chiéu dai cta ving dém va nhom alkyl 13 tir 14 dén 28
nguyén tir, vi du, khoang 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, hoic 28
nguyén tir. Theo modt s6 phuwong 4n, chiéu dai cta ving dém va alkyl 13 tir 17 dén 28

(vi du, tir 19 dén 26, tir 19 dén 21) nguyén tir.

Theo céc phuong 4n néu trén, viing dém hai chirc ¢6 thé 14 axit amin tdng hop
hogc khong ¢ trong tu nhién hodc khéng dugec ma hod chira khung axit amin c6 chidu
dai tir 3 dn 10 nguyén tir (vi dy, axit 6-aminohexanoic, axit S-aminovaleric, axit 7-
aminoheptanoic, va axit 8-aminooctanoic). Theo cach khac, ving dém c6 thé 1a vung
dém dipeptit hodc tripeptit c6 khung peptit c6 chiéu dai tir 3 dén 10 nguyén tir (vi dy,
tir 6 dén 10 nguyén tr). Ving dém dipeptit hoic tripeptit c6 thé 1a gbm axit amin c6
trong tw nhién hodc dugc ma hod va/hodc khong dugc méa hoa hodc khéng cé trong tu
nhién, gdm, vi du, axit amin bét ky duoc néu trong ban mé ta nay. Theo mot sd
phuong 4n, ving dém c6 dién tich 4m toan phﬁn, vi du, chta mo6t hodc hai axit amin
tich dién 4m. Theo mdt s§ phuong 4n, ving dém dipeptit duoc chon tit nhém gbm:
Ala-Ala, B-Ala- B-Ala, Leu-Leu, Pro-Pro, axit y-aminobutyric- axit y-aminobutyric, va

v-Glu- y-Glu.

Phuong phap alkyl hod peptit thich hop thong qua amin, hydroxyl, va thiol 1a da
biét trong linh vue. Vi du, phuong phap tong hop ete Williamson ¢ thé duoc st dung
d& tao thanh lién két ete gifta nhom hydroxyl cia chét tuong tu glucagon va nhém
alkyl. Ngoai ra, phan tmg thé wa nhan ciia peptit v6i alkyl halogenua c6 thé tao ra lién

két bat ky trong s ete, thioete, hodc amino.

Nhém alkyl ctia chit twong tur glucagon duoc alkyl hod c6 thé c6 kich thudc bat
ky, vi du, chiu dai mach cacbon bat ky, va c6 thé 1a mach théng hodc mach nhanh.
Theo mét s6 phuong an, nhém alkyl 13 C4 dn C30 alkyl. Vi du, nhém alkyl c6 thé 1a
nhém bét ky trong sé C4 alkyl, C6 alkyl, C8 alkyl, C10 alkyl, C12 alkyl, C14 alkyl,
C16 alkyl, C18 alkyl, C20 alkyl, C22 alkyl, C24 alkyl, C26 alkyl, C28 alkyl, hodc C30
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alkyl. Theo mot s phuong 4n, nhom alkyl 1a C8 dén C20 alkyl, vi du, C14 alkyl hodc
C16 alkyl. '

Theo mét s& phuong 4n cu thé, nhém alkyl chira gdc steroit ctia axit mat, vi du,
axit cholic, axit chenodeoxycholic, axit deoxycholic, axit lithocholic, axit taurocholic,

axit glycocholic, va axit cholesterol.

Theo mét sd phuong 4n cla sang ché, chét trong tu glucagon chita axit amin
duoc alkyl hoa biang cach cho alkan mach dai, wva nhan phan tmg v&i chét tuong tu
glucagon, trong d6 chit trong tu glucagon chira nhém rdi chuyén thich hop cho sy thé
wa nhan. Theo cac khia canh cu thé, nhém wa nhdn cia alkan mach dai chita nhém
amin, hydroxyl, hodc thiol (vi du, octadexylamin, tetradecanol, va hexadecanthiol).
Nhém rdi chuyén ctia chét twong tu glucagon c6 thé 14 mét phin ctia mach bén cua
axit amin hodc c6 thé 13 mot phan ctia khung peptit. Nhém roi chuyén thich hop gbm,

vi du, N-hydroxysuxinimit, halogen, va sulfonat este.

Theo phuong 4n nhét dinh, chit tuong tu glucagon dugc bién dbi dé chira nhém
alkyl bang cach cho alkan mach dai, ua nhan phan {mg véi ving dém duoc gin vao
chét twong tu glucagon, trong d6 viing dém chira nhém rdi chuyén. Theo cac khia canh
cu thé, alkan mach dai chira nhém amin, hydroxyl, hosc thiol. Theo phuong 4n nhét
dinh, ving dém chira nhém rdi chuyén c6 thé 1a ving dém bét ky duoc thao lun trong
ban md ta nay, vi duy, axit amin, dipeptit, tripeptit, ving dém hai chtrc va nude va ving

dém hai chtrc ky nudc con chira nhém rdi chuyén thich hop.

Lién quan dén céc khia canh nay theo sang ché, trong d6 alkan mach dai dugc
alkyl hoa bang chét twong tw glucagon hodc viing dém, alkan mach dai c6 thé c6 kich
thude bt ky va co thé ¢6 chiéu dai mach cacbon bt ky. Alkan mach dai c6 thé 1a
mach thing hoic mach nhanh. Theo c4c khia canh nay, alkan mach dai 1a C4 dén C30
alkan. Vi du, alkan mach dai c6 thé 13 mach bét ky trong sb C4 alkan, C6 alkan, C8
alkan, C10 alkan, C12 alkan, C14 alkan, C16 alkan, C18 alkan, C20 alkan, C22 alkan,
C24 alkan, C26 alkan, C28 alkan, hodc C30 alkan. Theo mdt sd phuong an, alkan
mach dai chira C8 dén C20 alkan, vi du,.C14 alkan, C16 alkan, hoac C18 alkan.

Ngoai ra, theo mot s6 phuong an, su alkyl hoa c6 thé xay ra gitta chat twong tu

glucagon va gbc cholesterol. Vi dy, nhém hydroxyl ctia cholesterol c6 thé thay thé
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nhém rdi chuyén trén alkan mach dai dé tao thanh san phim 1a chét tuong tu

cholesterol-glucagon.

Chét tuong tu glucagon dugc alkyl hod dugc néu trong ban mé ta ndy cé thé
duoc bién dbi thém dé chia géc wa nude. Theo mot sd phuong an cu thé, géc ua nudc
¢6 thé chira mach polyetylen glycol (PEG). Su két hop cta gdc ua nude c6 thé duogc
thuc hién bang phuong thiic thich hop bat ky, nhu phuong phép bt ky dugc néu trong
ban mo ta ndy. Lién quan dén vin d& nay, chit tuong tw glucagon dugc alkyl hod c6
thé chira SEQ ID NO: 1 duoc bién d6i gém mot hodc nhiéu cai bién axit amin duoc
néu trong ban mé ta ndy, trong d6 it nhit mét trong s cac axit amin & vi trf 10, 20, 24
va 29 chira nhom alkyl va it nhét mot trong s6 céc axit amin & vi tri 16, 17, 21, 24 va
29, vi tri & trong doan kéo dai d4u tan C hoic axit amin dau tdn C dugc bién ddi thanh
Cys, Lys, Orn, homo-Cys, hoic Ac-Phe, va mach bén clia axit amin duoc lién két cong
hoa tri v&i gbc ua nude (vi du, PEG). Theo mdt sd phwong 4n, nhém alkyl duoc gin
vao vi tri 10, tiy y thong qua ving dém chta Cys, Lys, Orn, homo-Cys, hodc Ac-Phe,

va gbc wa nudc duge két hop & gbe Cys & vi tri 24.

Theo cach khac, chét tuong tu glucagon duge alkyl hoa c6 thé chira ving dém,
trong d6 ving dém dugc alkyl hoa va dugc bién ddi dé chira gdc wa nude. Vi du khong
Jam gidi han sang ché vé ving dém thich hop gdm ving dém chita mot hodc nhidu axit

amin dugc chon tir nhém gdm Cys, Lys, Orn, homo-Cys va Ac-Phe.
Lam 6n dinh xo#n alpha va axit amin ting cudng xoin alpha

Khong bi gidi han bai Iy thuyét cu thé bat ky, chit twong tu glucagon duge néu
trong ban md ta ndy chita cdu triic xoan, vi du, xoin alpha. Theo mdt s§ phuong éan,
chét turong tu glucagon chira axit amin lam 6n dinh cdu triic xoén alpha. Vi vdy, theo
mdt sb khia canh, chat tuong tw glucagon chira mdt hodc nhiéu axit amin ting cudng
xo4n alpha. Trong ban mo ta ndy, thudt ngit “axit amin ting cudng xodn alpha” chi
axit amin tao ra d6 dn dinh ting d6i voi xodn alpha clia chit twong tu glucagon ma nd
Ja m6t phin clia chét twong tw ndy. Axit amin ting cudng xoan alpha 13 da biét trong
Iinh vuc. Xem tai li€u, vi dy, Lyu et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A. 88: 5317-5320
(1991); Branden & Tooze, Introduction to Protein Structure, Garland Publishing, New
York, NY, 1991; Fasman, Prediction of Protein Structure and Principles of Protein

Conformation, ed. Fasman, Plenum, NY, 1989). Axit amin tdng cudng x0&n alpha
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thich hop nhdm dat duoc muc dich néu trong bdn mo ta nay bao gém, nhung khong
giéi han 0O: alanin, norvalin, norleuxin, axit alpha aminobutyric, axit alpha-
aminoisobutyric, leuxin, isoleuxin, valin, va cdc axit amin twong tw. Theo mét sb
phuong 4n, axit amin ting cudng xodn alpha 13 axit amin b4t ky ma 13 mot phan cua
x04n alpha dugc tim thiy trong protein c¢é trong tw nhién, vi du, Leu, Phe, Ala, Met,
Gly, Ile, Ser, Asn, Glu, Asp, Lys, Arg.

Theo mdt s6 phuwong 4n, axit amin ting cudng xodn alpha tao ra d6 dn dinh d6i
v6i xo0édn alpha 16n hon so véi glyxin hodc alanin. Theo mét s6 phuong an, axit amin

ting cudng xo4n alpha 13 axit amin dugc thé hai 14n alpha, alpha.
Xodn alpha: Vi tri clia axit amin ting cudng xoan alpha

Theo mét s phuong 4n, chét twong tu glucagon chtra trinh ty axit amin tuong
tur voi glucagon tw nhién (SEQ ID NO: 1) va chit tuong tu glucagon chira it nhat mot
axit amin ting cuong xodn alpha. Theo mét s§ phuong 4an, axit amin ting cudng xodn
alpha dugc b tri ¢ vi tri bit ky trong s cac vi tri tir 12 dén 29 (theo cach danh sb cua
glucagon tw nhién (SEQ ID NO: 1). Theo mét s& phuong 4n, chit twong tu glucagon
chira trinh tu axit amin dugc bién ddi ctia SEQ ID NO: 1 va chira it nht mdt axit amin
tang cuong X0&n alpha, vi duy, tai mt hodc nhidu vi trf 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29. Theo mdt sd phuong an, chét tuong tu glucagon
chira axit amin tdng cudng X04n alpha tai mot, hai, ba, hoac tAt ca céac vi tri 16, 17, 20,

va2l.
Xo4n alpha: Axit amin duoc thé hai 1an alpha, alpha

Theo mdt s& phuong 4n, axit amin ting cudng xoén alpha 13 axit amin duoc thé
hai 14n alpha, alpha. Theo c4c phwong 4n cu thé, axit amin dwoc thé hai lan alpha,
alpha chira R! va R%, m&i nhom nay lién két véi cacbon alpha, trong d6 m3i R' va R
duoc chon doc 14p tir nhom gdm C1-C4 alkyl, tiy v duoc thé bing hydroxyl, amit,
thiol, halo, hoic R! va R? cling véi cacbon alpha ma ching dwoc gin vao tao thanh
vong (vi dy, vong C3-C8). Theo mot s6 phuong 4n, mdi R! va R? duoc chon tir nhém
gdm: metyl, etyl, propyl, va n-butyl, hodc R! va R* cling nhau tao thanh xyclooctan
hodc xycloheptan (vi dy, axit 1-aminoxyclooctan-1-carboxylic). Theo mdt s§ phuong
an, R' va R? 1a gidng nhau. Theo mot s6 phwong 4n, R' khic R% Theo céc khia canh
nhét dinh, mdi trong s6 R va R* 1a C1-C4 alkyl. Theo mot s6 khia canh, mdi trong s6
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R' va R? 14 C1 ho#c C2 alkyl. Theo mdt s& phuong 4n, mdi trong s6 R' va R? 1a metyl,

sao cho axit amin dugc thé hai 1an alpha, alpha 13 axit alpha-aminoisobutyric (AIB).

Theo mét sb khia canh, chit twong tw glucagon dugc néu trong ban mé ta nay
chira mot hodc nhiéu axit amin dugc thé hai 1an alpha, alpha va chit twong tu glucagon
cu thé thiéu cdu ndi ndi phan tir cdng hod tri (vi du, lactam), do axit amin duoc thé hai
1an alpha, alpha c6 kha ning lam On dinh xo#n alpha khi ving mit ciu ndi cong hoa
tri. Theo mot sd khia canh, chét tvong tu glucagon chtta mét hodc nhidu axit amin
duoc thé hai lan alpha, alpha & d4u tan C (quanh cac vi tri 12-29). Theo mét sé phuong
4n, mot, hai, ba, bdn hodc nhidu hon bdn vi tri trong s cac vi tri 16, 17, 18, 19, 20, 21,
24, 28, hodc 29 cua chat tuong tu glucagon dugc thé b?mg axit amin duoc thé hai 1an
a, o, vi dy, axit amin iso-butyric (AIB), axit amin dugc thé hai 1an béng cac nhém
gibng nhau hodc khic nhau dugc chon tir metyl, etyl, propyl, va n-butyl, hoic bing
xyclooctan hodc xycloheptan (vi du, axit 1-aminoxyclooctan-1-carboxylic). Vi dy, su
thé cta vi tri 16 voi AIB 1am ting cudng hoat tinh GLP-1, khi véng mit ciu néi ndi
phén tt, vi du, cAu ndi nodi phén tr khong cdng hod tri (vi du, ciu mubi) hoic cu ndi
ndi phan t cong hod tri (vi dy, lactam). Theo mot sb phuong an, mdt, hai, ba hodc
nhiéu hon ba vi tri trong sb céac vi tri 16, 20, 21 hodc 24 duoc thé béng AIB. Theo cac
phuong 4n cu thé, mot hodc ci hai axit amin twong tng véi vi tri 2, 16, ctia glucagon
tu nhién & nguoi (SEQ ID NO: 1) dugce thé bing axit amin duoc thé hai 1an alpha,
alpha nhu AIB.

Theo mot s& phuong 4n, chit twong tu glucagon thidu cau ndi ndi phan tir chira
mdt hodc nhiéu sy thé bén trong vi tr axit amin 12-29 béng axit amin duoc thé hai lan
a, o va nhoém axyl hodc alkyl dugc gén cOng hod tri vao mach bén cla axit amin & vi
tri 10 cta chét tuong tu glucagon. Theo cac phuong 4n cu thé, nhém axyl hoic alkyl
khong phai 1a axit amin cé trong tu nhién. Theo cédc khia canh nay, nhém axyl hodc
alkyl khong phai 1a tu nhién ddi voi axit amin & vi tri 10. Peptit glucagon thiéu ciu ndi
nodi phan tir dugc axyl hoa hodc dugc alkyl hod nay lam tdng cudng hoat tinh & céc thu
th8 GLP-1 va glucagon so véi peptit ddi chiéu khong dugc axyl hbé. Su tang cuong
hon nfta hoat tinh & céc thy thé GLP-1 va glucagon c6 thé dat duoc bing peptit
glucagon thiéu ciu nbi ndi phan tir duge axyl hod bang cach két hop ving dém gitta

nhém axyl hodc alkyl va mach bén cta axit amin & vi tri 10 cta chat tuong tu. Sy axyl
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hod va alkyl hoa, két hop hoic khong két hop ving dém, dugc néu thém trong ban md
ta nay.
Xo#n alpha: Cau ndi ndi phan tir

Theo mét s& phwong 4n, axit amin ting cudng xoin alpha 13 axit amin duoc lién
két véi axit amin khac cta chat twong tu glucagon qua cau ndi noi phan tir. Theo cac
phuong 4n ndy, mdi axit amin trong sd hai axit amin duoc lién két qua ciu ndi ndi
phan tr nay dugc coi 13 axit amin ting cudng xodn alpha. Theo mét sb phuong 4n,
chit tuong tu glucagon chira mot hogic hai cdu néi ndi phén tir. Theo mét sé phuong an
cu thé, chét tuong tr glucagon chita mot cdu nbi ndi phén tir & dang hdn hop véi it
nhit mot axit amin ting cudng xoén alpha khac, vi du, axit amin dugc thé hai lan

alpha, alpha.

Theo mét sb phuong 4n, ciu ndi ndi phan tir 1a ciu ma ndi hai phin coa chét
tuong tw glucagon thong qua lién két khong cong héa tri, gdm, vi du, tuong téc van der
Waals, lién két hydro, lién két ion, tuwong tac ky nudc, twong tac ludng cuc-ludng cuc,
va twong ty. Lién quan dén van dé nay, chit twong tu glucagon theo cac khia canh nhét
dinh chira ciu ndi ndi phan tir khong cong hod tri. Theo mét sb phwong an, ciu ndi néi

phén tir khéng cOng hoa tri 1a cau mudi.

Theo mot s6 phuong 4n, cau ndi ndi phan tir 13 ciu ma ndi hai phan cta chit
tuong tu qua lién két cong hoa tri. Lién quan dén van dé nay, chat tuong tu glucagon

theo cac khia canh nhat dinh chra cau noi ndi phéan tir cdng hoa tri.

Theo mét s& phuong 4n, ciu nbi ndi phan tir (vi dy, cdu ndi ndi phan tir khong
cOng hoa tri, cAu nbi ndi phén tr cong hod tri) dugc tao thanh gitta hai axit amin ma
cach nhau 3 axit amin, vi dy, axit amin & vi tri i va i +4, trong d6 i la ) nguyén bét ky
nam trong khoang tir 12 dén 25 (viduy, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24
va 25). Cu thé hon, mach bén ctia cac cdp axit amin 12 va 16, 16 va 20, 20 va 24 hoic
24 va 28 (céc cip axit amin trong d6 i = 12, 16, 20, hozc 24) duoc lién két v6i nhau va
nhu vay lam dn dinh glucagon xo#n alpha. Theo céch khac, i ¢6 thé 1a 17. Theo mot sé
phuong én cu thé, chit twong tu glucagon chira cdu ndi ndi phén tir gifta cac axit amin
17 va 21. Theo mét sb phuong 4n cu thé, chit tvong tu glucagon chita cdu ndi nodi
phén ti gita cac axit amin & vi tri 16 va 20 hogc 12 va 16 va ciu ndi ndi phan tir thir

hai gita cac axit amin & vi tri 17 va 21. Chét tuong tu glucagon chira mét hogc nhidu
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cdu ndi ngi phan tr duge néu trong ban mo ta nay. Theo cac phuong 4n cu thé, trong
do6 céc axit amin & vi tri 1 va 1 +4 duoc két hop bang cau ndi ndi phén ti, kich thude

ctia lién két 1 khoang 8 nguyén tir, hoic khoang 7-9 nguyén tir.

Theo phuong én khéc, cAu nbi nodi phén tr dugc tao thanh gitta hai axit amin ma
céch nhau hai axit amin, vi dy, axit amin & vi tri j va j+3, trong d6 j 14 s6 nguyén bét
ky nam trong khoang tir 12 dén 26 (vi dy, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25 va 26). Theo mot sd phuong an cu thé, j 1 17. Theo cac phuong 4n cu thé, trong
d6 axit amin & vi tri j va j+3 duoc két hop bang ciu ndi ndi phén tir, kich thude cta
lién két 1 khoang 6 nguyén tir, hodc khoang 5 dén 7 nguyén tir.

Theo céc phuong dn khac nita, cdu nbi ndi phan tir dwoc tao thanh giita hai axit
amin ma cach nhau 6 axit amin, vi dy, axit amin & vi tri k va k+7, trong d6 k 1a s6
nguyén bat ky nim trong khoang tir 12 dén 22 (vi dy, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21 va 22). Theo mdt sb phuong 4n cu thé, k 14 12, 13 hodc 17. Theo phuong 4n vi dy,
kla17.

Xo#n alpha: Axit amin tham gia vao cdu nbi ndi phén tir

Vi du vé cip axit amin cé kha ning lién két (cong hod tri hodc khong cong hoa
tri) dé tao thanh cau lién két siu nguyén t&r gdm Orn va Asp, Glu va axit amin ¢ cong
thte I, trong do n 1a 2, va axit homoglutamic va axit amin c¢6 cdng thirc I, trong d6 n la

1, trong d6 Cong thirc I la:
| H
H,N——C——COOH
(CHy)n
NH,
trong 46 n =1 dén 4
[Cong thirc I]

Vi du vé cip axit amin ma cé kha ning lién két dé tao thanh cu lién két biy
nguyén tir gdm Orn-Glu (vong lactam); Lys-Asp (lactam); hoic Homoser-Homoglu
(lacton). Vi du vé& cip axit amin ma c6 thé tao thanh ving lién két tdm nguyén tir gdm
Lys-Glu (lactam); Homolys-Asp (lactam); Orn-Homoglu (lactam); 4-aminoPhe-Asp

(lactam); hogic Tyr-Asp (lacton). Vi du v& cip axit amin ma c6 thé tao thanh ving lién
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két chin nguyén tir gdm Homolys-Glu (lactam); Lys-Homoglu (lactam); 4-aminoPhe-
Glu (lactam); hodc Tyr-Glu (lacton). Mach bén bat ky trén cac axit amin nay c6 thé
duoc thé thém bing nhém hoa hoc khac, mién 13 cdu tric ba chidu cta xoén alpha
khong bi pha v&. Ngudi ¢6 hidu biét trung binh v linh vuc k§ thuat nay cé thé du tinh
céc ghép cip khac hoidc céc cht tvong tu axit amin khéac, gdm cac din xuét dugc bién
ddi hoa hoc, ma sé& tao ra ciu tric 1am bn dinh c6 kich thudc tuwong tw va tac dung
mong muén. Vi duy, ciu disulfua homoxystein-homoxystein c6 chiéu dai 6 nguyén tir

va ¢6 thé duoc bién dbi thém dé thu dugc tic dung mong mudn.

Ngay cé khi khong c6 lién két cong hod tri, cic cip axit amin néu trén (hoic céc
ghép cip twong tu ma ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay co thé du
tinh) c6 thé con mang lai d6 dn dinh dugc bd sung cho x04n alpha théng qua lién két
khong cong hoéa tri, vi du, b?mg cach tao thanh cdu mudi hoic tuong tac lién két hydro.
Theo d6, cAu mudi c6 thé duge tao thanh giita: Orn va Glu; Lys va Asp; Homo-serin
va Homo-glutamat; Lys va Glu; Asp va Arg; Homo-Lys va Asp; Orm va Homo-
Glutamat; 4-aminoPhe va Asp; Tyr va Asp; Homo-Lys va Glu; Lys va Homo-Glu; 4-
aminoPhe va Glu; hodic Tyr va Glu. Theo mdt s§ phuong an, chit twong tu chira ciu
mudi ndm gifta cac cip bat ky trong sb cac cip axit amin sau ddy: Orn va Glu; Lys va
Asp; Lys va Glu; Asp va Arg; Homo-Lys va Asp; Orn va Homo-Glutamat; Homo-Lys
va Glu; va Lys va Homo-Glu. Cau mudi c¢6 thé duoc tao thanh gifta cac cip khéac cla
cac mach bén tich dién trai ddu. Xem tai liéu, vi du, Kallenbach et al., Role of the
Peptide Bond in Protein Structure and Folding, in The Amide Linkage: Structural
Significance in Chemistry, Biochemistry, and Materials Science, John Wiley & Sons,
Inc. (2000).

Theo mot sb phuong 4n, cdu ndi ndi phan ti khong cong hod trj 1a cau ky nude.
Theo mot phuong 4n, xoén alpha ciia chét tuong tu duoc lam 6n dinh théng qua su két
hop cta axit amin ky nudc & vi tri j va j+3 hodc i vai+4. Vidy, i c6 thé 1a Tyrvai+4
c6 thé 1a Val hodic Leu; i c6 thé 1a Phe va i +4 ¢6 thé 1a Met; hodc i c6 thé 1a Phe va i
+4 ¢6 thé 13 Tle. Can hiéu r?mg, nham dat dugc muc dich néu trong ban mé ta ndy, cip
axit amin néu trén c6 thé duoc dio nguogc, sao cho axit amin dugc chira & vi tri i ¢6
thé theo cach khac duoc bd tri & i +4, trong khi axit amin i +4 ¢6 thé duge bd tri & vi
trf i. Cling cAn hiéu ring cip axit amin thich hop c6 thé duoc tao thanh ddi véi j va

+3.
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Xoan alpha: Cau no6i ndi phan tir cong hod tri

Theo mét sb phuong 4n, cau ndi ndi phan tir cong hoa tri 1a vong lactam hodc
cAu lactam. Kich thuéc ciia vong lactam c6 thé thay dbi tiy thude vao chidu dai cua
mach bén axit amin, va theo mdt phuong 4n, lactam duoc tao thanh béng cach lién két
mach bén clia ornithin v6i mach bén axit aspartic. Ciu lactam va phuong phép tao ra
ching la a3 bidt trong linh vyc. Xem tai li€u, vi du, Houston, Jr., et al., J Peptide Sci 1:
274-282 (2004), va Vi du 1 trong ban mé ta nay. Theo mdt s6 phwong 4n, chét tuong
tu chia trinh tu duge bién d6i ctia SEQ ID NO: 1 va ciu lactam nim gifta i va i +4,
trong d6 i la nhu dugc xéc dinh & trén. Theo mot sb phuong an, chét tuong tu
glucagon chira hai cAu lactam: mdt ciu nim gilta cac axit amin & vi tri 16 va 20 va ciu
con lai ndm gifta cac axit amin ¢ vi tri 17 va 21. Theo mét sb phuong an, chét tuong ty
glucagon chira mot cAu lactam va mot cdu mudi. Phuong 4n vi du khéc, dugc néu
trong ban mo ta nay trong phéin “V1i du thyc hién séng ché”. Phuong &n vi du khac bao
gdm cac ghép cip sau day, tiy ¥ véi cau lactam: Glu & vi tri 12 v6i Lys & vi tri 16; Lys
tu nhién & vi tri 12 v6i Glu & vi tri 16; Glu & vi trf 16 voi Lys & vi trf 20; Lys & vi tri
16 v&i Glu ¢ vi tri 20; Glu & vi tri 20 véi Lys & vi tri 24; Lys & vi tri 20 v6i Glu & vi tri

24; Glu & vi tri 24 v&i Lys & vi tri 28; Lys & vi tri 24 véi Glu & vi tri 28.

Theo mot sb phuong én, ciu ndi ndi phén tir cong hoa tri 1a lacton. Phuong
phap thich hop san xuét cdu lacton 14 dd biét trong linh vuc. Xem tai liéu, vi du,

Sheehan et al., J Am Chem Soc 95: 875-879 (1973).

Theo mot s6 khia canh, su trao dbi olefin duoc str dung dé lién két ngang mot
hodic hai vong ctia xoén alpha ctia chit twong tw bang cach st dung hé lién két ngang
hoan toan 1a hydrocacbon. Chét tuong tu glucagon trong trudng hgp niy chira axit
amin duoc a-metyl hod mang mach bén olefin cé chiéu dai thay dbi va duogc thiét ké
cAu tric v6i cAu hinh hod hoc 14p thé R hodc S & vi tri j va j+3 hodc i va i+4. Theo mot
s6 phuong 4n, mach bén olefin chira (CHy)n, trong d6 n 1a s6 nguyén bat ky nim trong
khoang tr 1 dén 6. Theo mét s6 phuong 4n, n 1a 3 déi v6i chiéu dai lién két ngang 1a 8
nguyén tir. Theo mét sé phuong én, n 1a 2 d6i v6i chiu dai lién két ngang 13 6 nguyén
ttr. Vi du vé chit twong tu glucagon gdm lién két ngang olefin dugc néu trong ban mb
ta nay dudi dang SEQ ID NO: 17. Phuong phép thich hop tao ra ciu ndi ndi phan tir 1a
da biét trong linh vuc. Xem tai liu, vi du, Schafmeister et al., J. Am. Chem. Soc. 122:
5891-5892 (2000) va Walensky et al., Science 305: 1466-1470 (2004). Theo céac

-30-



24921

phuong 4n khac, chit tuong tu chtra gbc O-alyl Ser duoc bd tri trén cac vong xodn lién
ké, ma duoc bic clu ciing nhau théng qua su trao ddi déng vong dugc xuc tac bing
ruteni. Céc trinh ty ctia phan Ung lién két ngang dugc néu trong tai liéu, vi du,

Blackwell et al., Angew, Chem., Int. Ed. 37: 3281-3284 (1998).

Theo céc khia canh cu thé, viéc st dung axit thio-dialanin amin khdng tu nhién,
lanthionin, ma d4 dugc chip nhan rong rii 1a gia peptit cla xystin, dugc st dung dé
lién két ngang mot vong cua xoin alpha. Phuong phap tao vong dua trén lanthionin
thich hop 1a da biét trong linh vuc. Xem, vi du, Matteucci et al., Tetrahedron Letters
45: 1399-1401 (2004); Mayer et al., J. Peptide Res. 51: 432-436 (1998); Polinsky et
al., J. Med. Chem. 35: 4185-4194 (1992); Osapay et al., J. Med. Chem. 40: 2241-2251
(1997); Fukase et al., Bull. Chem. Soc. Jpn. 65: 2227-2240 (1992); Harpp et al., J.
Org. Chem. 36: 73-80 (1971); Goodman and Shao, Pure Appl. Chem. 68: 1303-1308
(1996); va Osapay and Goodman, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1599-1600 (1993).

Theo mot sé_phuong an, mach o, o-diaminoalkan, vi dy, 1,4-diaminopropan va
1,5-diaminopentan) gitta hai gbc Glu & vi tri i va i +7 duoc st dung dé 1am én dinh
x04n alpha cla chét twong tu. Cac mach nay din dén su tao thanh cau c6 chiéu dai 9
nguyén tir hodc dai hon, tiry thudc vao chiéu dai ciia mach diaminoalkan. Phwong phap
thich hop d& san xuét peptit duoc lién két ngang v6i mach nay 1a da biét trong linh _
vuc. Xem tai li€u, vi du, Phelan et al., J. Am. Chem. Soc. 119: 455-460 (1997).

Theo céc phuong 4n khéc nita, cu disulfua duoc sir dung dé lién két ngang mot
hodc hai vong cia xodn alpha cta chit tuong tw. Theo cach khac, cu disulfua duoc
bién ddi trong d6 mot hodc ci hai nguyén tir luu huynh dugc thay thé bing nhém
metylen din dén su tao vong 16n cling vi tri dugc sir dung dé lam 6n dinh xoén alpha
ctia chét tuong tu. Phuong phép cai bién peptit thich hgp biang cu disulfua hoac su tao
vong dua trén Iuu huynh dugc néu trong tai liéu, vi du, Jackson et al., J. Am. Chem.

Soc. 113: 9391-9392 (1991) va Rudinger and Jost, Experientia 20: 570-571 (1964).

Theo cac phuong 4n khac nita, xoén alpha ctia chit twong tw dwgc lam 4n dinh
thong qua lién két cia nguyén tir kim loai bang hai gbc His hodc cip His va Cys dugc
bé tri & j va j+3, hodc i va i +4. Nguyén tir kim loai c6 thé 13, vi dy, Ru(III), Cu(ID),
Zn(I1) hodc CA(II). Phuong phép lam bn dinh xoin alpha dya trén lién két kim loai nay

1a d3 bibt trong linh vyc. Xem tai li€u, vi du, Andrews and Tabor, Tetrahedron 55:
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11711-11743 (1999); Ghadiri et al., J. Am. Chem. Soc. 112: 1630-1632 (1990); va
Ghadiri et al., J. Am. Chem. Soc. 119: 9063-9064 (1997).

Theo cach khac, xoén alpha cua chét tuong tu c6 thé duoc 1am 6n dinh béng
phuong phédp tao vong peptit khic, cdc phuong phdp nay dugc néu trong tai liéu
Davies, J. Peptide. Sci. 9: 471-501 (2003). Xoén alpha c6 thé duoc 1am dn dinh béng
cach tao thanh cAu amit, ciu thioete, ciu thioeste, cdu ure, ciu cacbamat, cau
sulfonamit, va cac ciu tuong tw. Vi dy, ciu thioeste c6 thé dugc tao thanh gitta dau tan
C va mach bén ctia gbc Cys. Theo cach khéc, thioeste ¢6 thé duoc tao thanh qua mach
bén cua axit amin cé thiol (Cys) va axit carboxylic (vi du, Asp, Glu). Theo phuong
phap khac, chit lién két ngang, nhu axit dicarboxylic, vi du, axit suberic (axit
octandioic), v.v. ¢ thé dua lién két vao gifta hai nhém chirc ctia mach bén axit amin,

nhu nhém amino tu do, hydroxyl, thiol va cc két hop ctia chiing.
Peptit khang DPP-IV

Theo mot sb phuong én, chét tuong tu glucagon chira, & vi tri 1 hodc 2, hoac &
ca hai vi tri 1 va 2, axit amin ma dat dugc tinh khéng dbi véi su phén cit dipeptidyl
peptidaza IV (DPP IV) cia chét tuong tu glucagon. Theo mdt sé phuong 4an, chit
tuong tu glucagon chira axit amin ¢ vi tri 1 dugc chon tir nhom gém: D-histidin,
desaminohistidin, hydroxyl-histidin, axetyl-histidin, homo-histidin, N-metyl histidin,
alpha-metyl histidin, axit imidazol axetic, hodc axit alpha, alpha-dimetyl imidiazol
axetic (DMIA). Theo mét sb phuong 4n, chit twong tu glucagon chira axit amin & vi tri
2 duogc chon tir nhom g(‘”)m: D-serin, D-alanin, valin, glyxin, N-metyl serin, N-metyl
alanin, hodc alpha, axit aminoisobutyric. Theo mot s& phwong 4n, chit tuong tu
glucagon chtra, & vi tri 2, axit amin ma dat dugc tinh khang dbi voi DPP IV cua chét
tuong tu glucagon va axit amin ma dat dwoc tinh khang ddi voi DPP IV clia chét twong

tu glucagon khong phai 1a D-serin.

Theo mot sd khia canh, chit tuong tu glucagon chira axit amin ma dat dugc tinh
khang dbi v&i DPP IV clia chat tuong tu glucagon con chita phan cai bién axit amin
ma lam 6n dinh xoén alpha duoc tim thiy & phin d4u tan C ciia glucagon, vi du, thong
qua lién két cdng hoa tri gifta céc axit amin & vi tri “1” va “i+4”, viduy, 12 va 16, 16 va
20, hodc 20 va 24. Theo mot sb phuong an, lién két cong héa tri ndy 14 cau lactam gifta

axit glutamic & vi tri 16 va lysin & vi tri 20. Theo mot sé phuong 4n, lién két cong héa
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tri nay 1a cAu ndi ndi phan tir khéng phai 13 cau lactam. Vi du, phuong phép lién két
cong hoa tri thich hop gdm mét hodc nhiéu phuong phép bét ky trong s6 phuong phap
hoan vi oletin, tao vong dua trén lanthionin, cAu disulfua hodc su tao thanh cAu chtra
luu huynh dugc bién ddi, str dung mach a, w-diaminoalkan, tao thanh ciu ndi nguyén
tir kim loai, va phuong phép tao vong peptit khéc.
Su cai bién vi tri 1

Theo mot s& phuong 4n cu thé, chit twong tir glucagon chira (a) su thé axit amin
ctia His & vi tri 1 bang axit amin thom, 1én va (b) cdu ndi ndi phén tir 1am 6n dinh xoén
alpha trong phan diu tdn C clia phan tir (vi du, quanh cic vi tri 12-29). Theo cac
phuong 4n cu thé, axit amin & vi tri 1 duoc thé bang Tyr, Phe, Trp, amino-Phe, nitro-
Phe, clo-Phe, sulfo-Phe, 4-pyridyl-Ala, metyl-Tyr, hoic 3-amino Tyr. Ciu ndi noi
phan tir, theo mot s§ phuong 4n, 1a cau bat ky dugc néu trong ban mé ta nay. Theo mot
s6 khia canh, cAu ndi noi phan tir nim gitta cac mach bén ciia hai axit amin ma dugc
tach ri€éng béng ba axit amin xen k&, tic 13, ndm gilta mach bén cta axit amin i va i +4.
Theo mot sb phuong én, cau ndi nodi phén tir 1a ciu lactam. Theo mét sd phuong én,
chit tuong tu glucagon chira axit amin thom, 16n & vi tri 1 va cau lactam gitra cac axit
amin & vi tri 16 va 20 cia chét tuong tu. Chét tuong tu glucagon theo mdt sb khia canh
con chita mot hodc nhidu (vi duy, hai, ba, bbn, nim hozc nhiéu hon) cai bién khac duge
néu trong ban mé ta nay. Vi du, chit tuong tu glucagon cé thé chira amit thay cho
carboxylat diu tdn C. Ngoai ra, theo mdt sd phuong 4n, chét twong tw glucagon niy
con chira mot hodic nhiu axit amin béo, 16n & vi tri 17, imidazol chira axit amin & vj tri
18, va axit amin tich di€n duong & vi tri 19. Theo mot s6 phuong 4n, chét tuong tu
glucagon gém su cai bién & vi tri 1 va clu nbi noi phén tr con chira trinh ty axit amin
Tle-His-Gln & vi tri 17-19. Cai bién nay c6 thé dugc tao ra ma khong lam mat hoat tinh
ctia cht tuong tu glucagon & thu thé GLP-1 va thu thé glucagon. Theo mdt s6 phuong
4n, chét tuong tu glucagon chira thém géc axit amin dugc axyl hod hodc dugc alkyl
hoa.
Cai bién vi tri 3

Theo mot s& phuong 4n, axit amin thir ba dugc néu trong SEQ ID NO: 1 (GIn3)

duoc thé bang gbc axit amin c¢6 tinh axit, tinh bazo, hodc ky nudc va su cai bién nay

lam giam hoat tinh thu thé glucagon. Theo mdt ) phuong an, axit amin cé tinh axit,
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tinh bazo, hodc ky nuéc 13 axit glutamic, ornithin, norleuxin. Theo mot s khia canh,
su cai bién véi mot trong s6 cac gbe nay lam cho chét tuong tu glucagon c6 hoat tinh
thu thé glucagon v& co ban bi giam hozc bj triét tiéu. Chat twong tu glucagon ma duoc
thé bf’mg, vi du, axit glutamic, ornithin, hodc norleuxin theo mét sé khia canh c6 hoat
tinh ctia glucagon tur nhién & thy thé glucagon biang khoang 10% hodc nho hon, vi dy,
khoang 1-10%, hodc khoang 0,1-10%, hodc 16n hon khoang 0,1% nhung nhé hon
khoang 10%, trong khi c6 hoat tinh ctia GLP-1 & thu thé GLP-1 bing it nhit 20%.
Theo mot s6 phuong 4n, chit twong tw glucagon cé hoat tinh cta glucagon tu nhién
bang khoang 0,5%, khoang 1% hogc khoang 7%, trong khi ¢6 hoat tinh ctia GLP-1
béng it nhat 20% & thy thé GLP-1.

Theo mdt sd phuong 4n, glutamin & vi tri 3 ctia SEQ ID NO: 1 cua chét tuong
tu glucagon dugc thé bing chit twong tu glutamin ma khéng bi mit dang k& hoat tinh
& thu thé glucagon, va trong mét sb trudong hop, ¢6 su ting cudng cia hoat tinh thy thé
glucagon. Theo mdt s6 phuong 4n, chét twong tu glutamin 1a axit amin c6 trong tu
nhién hodc khéng c6 trong tw nhién ho#ic khong dugc ma hoa chita mach bén cé ciu
truc I, IT hodc III:

0
$R1—CH,—x—LR?
Chu trac I

0
$Ri—CH,-ly

Céu truc 11

3l 4
R'—CH,—S—CH,—R
CAu trac 11T

trong d6 R' 12 Co3 alkyl hodac Cy3 heteroalkyl; R? 1a NHR* hodc C,3 alkyl; R
1a Cy5 alkyl; R* 1a H hodc Cy5 alkyl; X 1a NH, O, hoic S; va Y 1a NHR*, SR®, hoic
OR®. Theo mdt s6 phuong an, X 1a NH hodc Y 1a NHR". Theo m6t s6 phuong 4n, R! 1a
Co alkyl hodc C; heteroalkyl. Theo mot s6 phuong an, R? 1a NHR* hoic C, alkyl.
Theo mét s§ phuong 4n, R* 1a H hosic C' alkyl. Theo cic phwong 4n vi dy, axit amin

chtta mach bén c6 céu trac I dugc d& xuit trong do, R! 1a CH,-S, X 1a NH, va R? 1a
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CH; (axetamidometyl-xystein, C(Acm)); R! 1a CH,, X 1a NH, va R? la CH; (axit
axetyldiaminobutanoic, Dab(Ac)); R' 1a Cy alkyl, X 1a NH, R* 1a NHR", va R* 1a H
(axit carbamoyldiaminopropanoic, Dap(ure)); hodc R' 14 CH,-CH,, X 1a NH, va R? la
CHj; (axetylornithin, Orn(Ac)). Theo cac phuong an vi du, axit amin chira mach bén cé
chu truc 11 duoc dé xuét trong do, R'1a CH,, Y la NHR4, vaR*1a CHj; (metylglutamin,
Q(Me)); Theo cac phuong an vi du, axit amin chita mach bén c6 cdu tric III dugc dé
xuét trong do, R'lacH, vaR*1a H (methionin-sulfoxit, M(O)); Theo cac phuong an
cu thé, axit amin & vi tri 3 dugc thé béng Dab(Ac). Vi du, c4c chét chu van glucagon
c6 thé chia trinh tu axit amin duoc bién ddi cua SEQ ID NO: 595, SEQ ID NO: 601,
SEQ ID NO: 603, SEQ ID NO: 604, SEQ ID NO: 605 va SEQ ID NO: 606 cua danh
muc trinh tu cia don sing ché quéc té s6 PCT/US2009/047438, ndp ngay 16 thang 6
nam 2009, duoc két hop vao ban mé ta bing cach vién dan, trong d6 cac trinh tur axit
amin duoc bién ddi nhu duoce néu trong ban md ta nay, vi du, duoc bién ddi dé chua it
nhit ba axit amin ting cudng xoén alpha, dugc bién ddi dé chira (i) axit amin dugc
axyl hoa hodc dugc alkyl hoa & vi tri 10, (ii) axit amin ting cudng xoin alpha & vi tri
16, (iii) axit amin béo & vi tri 17 va/hodc 18, va (iv) it nhit mot axit amin tich dién
duoc bd tri tir du tAn C dén vi tri 27, va, tuy y, duoc cai bién thém; dugc bién dbi dé
chtra it nhét ba axit amin clia céc axit amin 18-24 ctia Exendin-4 (SEQ ID NO: 8) & vi
tri trong Umg cta chét trong tu glucagon.
Cai bién vi tri 7

Theo mdt sé phuong 4n, chit twong tu glucagon chira SEQ ID NO: 1 duge bién
dbi vai su cai bién axit amin & vi tri 7. Theo mot sb khia canh, axit amin & vi tri 7 cta
SEQ ID NO: 1 (Thr) duogc thé béng axit amin béo, 16n, vi du, Ile, Leu, Ala, va céc axit
amin tuong tu. Cai bién nay dugc tin 1a lam gidm manh hoat tinh & thu thé GLP-1 cua
chat twong tu glucagon.
Cai bién vi tr{ 15

Theo mot s& phuong 4n, chat trong tu glucagon chira SEQ ID NO: 1 dugc bién
ddi v6i su cai bién axit amin & vi tri 15 giup cai thién do 4n dinh. Theo mét s6 khia
canh, axit amin & vi tri 15 ciia SEQ ID NO: 1 dugc x6a hodc dugc thé béng axit
glutamic, axit homoglutamic, axit xysteic hogic axit homoxysteic. Cai bién nay lam

giam qua trinh phan hily hodc sy phan cit clia chét twong tu theo thdi gian, diic biét 1a



24921

trong chét dém co tinh axit hodc cé tinh kiém, vi du, chét dém o pH ndm trong khodng
tir 5,5 dén 8. Theo mot s§ phuong 4n, chit tuong trr glucagon chira cai bién nay giit lai
it nhit 75%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% chét twong tu ban diu sau 24
gio 0 25°C.
Cai bién vi tri 16

Theo mdt phwong 4n, chat tvong tu ciia glucagon duge d& xuit lam ting cudng
hidu luc va tuy ¥ cai thién kha ning hoa tan va d6 dn dinh. Theo mét phuong 4n, hiéu
luc glucagon va GLP-1 dugc ting cudng dugc tao ra nho su cai bién axit amin & vi tri
16 cia glucagon tu nhién (SEQ ID NO: 1). Vi du khong lam gi6i han sang ché 13, hiéu
luc duge ting cudng nay cb thé duoc tao ra bang cach thay thé serin c6 trong tw nhién
& vi tri 16 bing axit glutamic hodc bing axit amin tich dién 4m khéc c6 mach bén c6
chiéu dai 14 4 nguyén tir, hoic theo cach khéc bing axit amin bt ky trong sb glutamin,
axit homoglutamic, hodc axit homoxysteic, hodc axit amin tich dién c6 mach bén chia
it nhat mot nguyén tir khac loai (vi du, N, O, S, P) va cé chiu dai mach bén 1a khoang
4 (hodc 3-5) nguyén tir. Theo mot s& phuong 4n, chit twong tur glucagon chira SEQ ID
NO: 1 duoc bién d6i c6 Ser & vi tri 16 dugc thé béng axit amin duoc chon tir nhém
gdm axit glutamic, glutamin, axit homoglutamic, axit homoxysteic, threonin hogc
glyxin. Theo mot sb khia canh, géc serin & vi tri 16 dugc thé béng axit amin dugc chon
tir nhom gdm axit glutamic, glutamin, axit homoglutamic va axit homoxysteic. Theo
mot sb khia canh cu thé, géc serin & vi tri 16 duoc thé b.'?lng axit glutamic hodc phén

thé bao toan ctia chung (vi du axit amin Exendin-4).

Theo c4c phuong 4n khéc, chit twong tur glucagon chtra trinh tw dugc bién dbi
ctia SEQ ID NO: 1 dugc bién dbi bing cach thé Ser & vi tri 16 bing Thr hodc AIB
hodc axit amin ting cudng xoin alpha khic nhu néu trén. Theo mot sé phwong an, axit
amin ting cudng xo4n alpha tao thanh ciu ndi ndi phan tir khéng cong hod tri véi axit
amin & j+3 hodc 1 +4.

Cai bién & vi tri 17-18

Theo mot s6 phuong 4an, chét tuong tu glucagon chira SEQ ID NO: 1 dugc bién
d6i trong d6 vi tri Arg-Arg diaxit (dibasic) & vi tri 17 va 18 bi loai bd. Khong bi gisi
han béi ly thuyét cu thé bit ky, tin ring su loai bo vi tri diaxit theo mot s§ phuong dn

s& cai thién hiéu qua in vivo cla chat twong tu glucagon. Theo mét s khia canh, chat
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tuong tu glucagon dugc bién dbi trong trudng hop nay bing cach thay thé mot hodc ca
hai axit amin & vi tri 17 va 18 ctia SEQ ID NO: 1 bang axit amin khong c6 tinh bazo,
vi du, bang axit amin béo. Theo mét s§ phuong an, mét trong sé cac axit amin & vi tri
17 hodc 18 duoc x6a hodc axit amin dugc cai xen vao gifta vi tri 17 va 18. Theo mot
s6 phuong an, Arg & vi tri 17 dugc thé bing axit amin khac nhu néu trong ban mo ta
nay, vi dy, Gln, axit amin chtra géc ua nudc, axit amin tdng cuong X0&n alpha. Theo
mdt sb phuong 4n, axit amin ting cudng xoan alpha tao thanh ciu nbi ndi phan tir
khong cong hod tri véi axit amin & j+3 hodc i +4. Theo mdt s phuong &n, Arg & vi tri
18 dugc thé bang axit amin khac nhw néu trong ban mé ta ndy. Theo cac khia canh vi
du, axit amin & vi trf 18 13 axit amin dugc thé hai 1an alpha, alpha, vi du, AIB. Theo
mot sb khia canh, axit amin & vi tri 18 13 axit amin béo, nhd, vi du, Ala. Theo mot sd
khia canh cu thé, axit amin & vi tri 18 13 axit amin béo, nhd, vi du, Ala, va Arg & vi tri
17 van khong bi bién dbi.
Cai bién vi tr{ 20

Hoat tinh dugc ting cudng & thu thé GLP-1 con duoc tao ra bang sy cai bién
axit amin & vi tri 20. Theo mét s phuong 4n, glutamin & vi tri 20 dugc thay thé bing
axit amin ting cudng xodn alpha, vi du AIB, nhu néu trén. Theo mét s& phuong 4n,
axit amin ting cudng xoin alpha tao thanh ciu ndi ndi phéan tir khong cong hod tri voi
axit amin & j-3 hodc i-4. Theo mot ) phuong én cu thé, axit amin 14 axit amin va nuéc
c6 mach bén hodc duoc tich dién hodc c6 kha ning lién két hydro, va c6 chiu daj it
nhét 1a khoang 5 (hodc khoang 4-6) nguyén tir, vi du, lysin, xitrulin, arginin, ho#c
ornithin, va tlly y tao nén cau mubi véi axit amin ting xoin alpha khac & vi tri 16, vi
du axit amin tich dién 4m. Cai bién nay theo mét s khia canh cu thé lam giam qua
trinh phan hily ma xay ra théng qua su khir amin ctia Gln va theo mét s6 phuong 4n,
Jam ting hoat tinh ciia chét twong tu glucagon & thu thé GLP-1. Theo mdt s& khia
canh, axit amin & vi tri 20 1a Glu hoac Lys hodc AIB.

Cai bién ¢ vi tri 21, 23, 24, va 28

Theo mot sb phuong an, vi tri 21 va/hodc vi tri 24 dugc bién ddi béng cach thé
bing axit amin ting cuwdng xoin alpha. Theo mot sb phuong 4n, axit amin ting cudng
xo&n alpha tao thanh cu ndi ndi phan tir khong cong hod tri voi axit amin & j-3 hoic i-

4. Theo mdt sé khia canh, axit amin ting cudng xoén alpha 1a AIB.
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Theo cac phuong én vi dy, axit amin & vi tri 23 1a Ile.

Theo cac khia canh vi du, axit amin & vi tri 28 1a axit amin duogc thé hai 1an

alpha, alpha, vi du, AIB.
Dau tan C tich dién

Theo mdt s6 phuong an, chét twong tu glucagon dugc bién ddi bing cach thé
va/hodc thém axit amin gitip dua axit amin tich dién vao phin dau tdn C cta chét
tuong tu. Theo mét s§ phuong an, cac cai bién nay ting cuong d6 on dinh va kha ning

AN

hoa tan. Trong ban mé ta nay, thuat ngit "axit amin tich dién" hogc “gdc tich dién” chi
axit amin ma chira mach bén tich di€n am (tac 1a, dugc loai proton) hodc tich dién
dwong (tirc 13, duge cong proton) trong dung dich nuéc & do pH sinh ly. Theo mot sb
khia canh, sy thé va/hodc thém axit amin ma dua axit amin tich dién cai bién vao 1a &
vi trf tir dAu t4n C dén vi tri 27 ctia SEQ ID NO: 1. Theo mdt s phwong 4n, mét, hai
hodc ba (va trong mot s6 vi dy, nhiéu hon ba) axit amin tich dién dugc dua vao trong
phin dAu tan C (vi dy, (cac) vi tri tir dau tdn C dén vi tri 27). Theo mdt s phuong 4n,
(cac) axit amin ty nhién & vi tri 28 va/hodc 29 duoc thé béng axit amin tich dién,
va/hodc theo phuong 4n khac, tir mot dén ba axit amin tich dién dugc bd sung thém
vao dau tan C cua chit tvong tu. Theo cac phuong an vi du, mot, hai hodc tit ca cac
axit amin tich dién tich dién 4m. Axit amin tich dién 4m theo mot sd phuong an la axit
aspartic, axit glutamic, axit xysteic, axit homoxysteic, hodc axit homoglutamic. Theo
mdt sd khia canh, cdc cai bién nay lam ting kha ning hoa tan, vi dy, tao ra kha ning
hoa tan béng it nhét 2 14n, 5 14n, 10 14n, 15 14n, 25 14n, 30 14n hodc 16n hon so véi
glucagon tu nhién & d¢ pH nhat dinh ndm trong khoang tlr khoang 5,5 dén 8, vi du,
pH=7, khi dugc do sau 24 gi¢ & 25°C.

C4t bo dAu tan C

Theo mdt s6 phuong 4n, chit twong tu glucagon dugc bdc 16 trong ban md ta
nay dugc bién ddi bfmg cach cét bo dau tan C béng mét hodc hai gbe axit amin. Peptit
glucagon dugc bién d6i, nhu duoc thé hién trong ban mo ta nay, gift lai hoat tinh va
hidu luc tuong tu & thu thé glucagon va thu thé GLP-1. Lién quan dén vin dé nay,
peptit glucagon c6 thé chita céc axit amin 1-27 hodc 1-28 cla chit tuong tw glucagon
tu nhién (SEQ ID NO: 1), tiy v ¢6 cac cai bién khéc bét ky duoc néu trong ban mé ta

nay.
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Pau tn C trung hoa dién tich

Theo mdt sb phuong an, chit twong tu glucagon chira SEQ ID NO: 1 dugc bién
dbi trong d6 axit carboxylic clia axit amin ddu tan C duoc thé bing nhom trung hoa
dién tich, nhu amit ho#c este. Khong bi gi6i han béi ly thuyét cu thé bét ky, céc cai
bién theo cac khia canh nay 1am ting hoat tinh cta chét tuong tu glucagon & thu thé
GLP-1. Do d6, theo mdt s phuong 4n, chit tuong tu glucagon 14 peptit dugc amit hod,
sao cho gdc dau tan C chita amit thay cho alpha carboxylat ctia axit amin. Nhu duoc
str dung trong ban md ta ndy, viéc d& cap chung dén peptit hodc chit twong tu dugc du
dinh d& bao ham peptit cé d4u tin amino, dau tin carboxy, hodc ca ddu tin amino va
carboxy dugc bién dbi. Vi du, chudi axit amin chira nhém amit thay cho axit
carboxylic dau tan duoc du dinh d& duoc bao ham boi trinh tur axit amin chi dinh cac

axit amin tiéu chuén.
Céc cai bién khéc
Theo mét sb phuong 4n, ngodi ra hodc theo cich khéc, chit tvong tw glucagon
con chira cac cai bién axit amin sau day:
) Thé Ser & vi tri 2 bing Ala;
(ii) Thé Tyr & vi tri 10 bang Val hoic Phe, hoic Trp;
(iii) Thé Lys & vi tri 12 bang Arg;

(iv) Thé Arg & vi tri 17 bing Gln hosc axit amin béo, nhd, vi du,

Ala, hoac axit amin béo, 16n, vi du, Ile;

v) Thé Arg & vi tri 18 b%mg axit amin béo, nho, vi du, Ala; hodc

axit amin chtra imidazol, vi du, His;
(Vi) Thé Ala & vi tri 19 bang axit amin tich dién dwong, vi dy, Gln;
(vi)  Thé Val & vi tri 23 bang Ile, va
(vii) ~ Thé Thr & vi tri 29 bang Gly hoic Gln.

Theo mét s6 phuong 4n, d6 én dinh cta chit tvong tu glucagon dugc 1am ting
béng su cai bién methionin & vi tri 27, vi du, bz"mg cach thé bﬁng leuxin hodc
norleuxin. Cac cai bién niy c6 thé lam giam su phan hiy do oxy hoa. D6 én dinh c6

thé con duoc lam ting bf'ing su cai bién Gln & vi tri 20 hoic 24 hoic 28, vi dy, béng
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cach thé bing Ala, Ser, Thr hodc AIB. Cai bién nay c6 thé lam giam qua trinh phan
hity x4y ra thong qua sy khir amit ciia Gln. D3 6n dinh c6 thé duoc 1am ting bing su
cai bién Asp & vi tri 21, vi du, bang cach thé béng géc khac ¢ tinh axit, vi du, Glu.
Cai bién nay c6 thé lam giam qué trinh phan hay x4y ra thong qua sy khir nudc cua
Asp d tao thanh hop chét trung gian suxinimit dang vong, sau d6 1a su ddng phan hoa

thanh iso-aspartat.

Theo mdt sb phuong én, chét tuong tu glucagon duoc néu trong ban mo ta nay
duogc glycosyl hod, dugc amit hod, dugc carboxyl hod, dugc phosphoryl hod, duoc este
hoé, dugc N-axyl hod, dugc dong vong bﬁng, vi du, cu disulfua, hodc dugc chuyén
héa thanh mudi (vi dy, mudi cdng axit, mudi cdng bazo), va/hodc tuy y duge dime

hod, dugc multime hod, hodc dugc polyme hod, hoac dugc tiép hop.

Cai bién bat ky duogc néu trong ban md ta nay, gém, vi du, cai bién ma lam tdng
hozic 1am giam hoat tinh thu thé glucagon va 1am ting hoat tinh thu thé GLP-1, ¢6 thé
duoc st dung doc lap hodic & dang két hop. Két hop cac cai bién ma lam tdng hoat tinh
thu thé GLP-1 c6 thé tao ra hoat tinh GLP-1 cao hon so v&i cai bién bat ky nay duoc

tao ra riéng 1€.
Céc phuong an vi du

Séng ché dé xuét peptit chira cdu tric twong tw voi cdu tric cta glucagon tu
nhién & nguodi va co6 hoat tinh chat chi van dugc tdng cudong & thu thé GLP-1, so véi
glucagon ty nhién & nguoi. Glucagon thudng cé khoang 1% hoat tinh cua GLP-1 tu
nhién & thu thé GLP-1, trong khi GLP-1 thudng c6 hoat tinh nhé hon khoang 0,01%
hoat tinh ciia glucagon tu nhién & thu thé glucagon. Vi vay, peptit trong ban md ta nay
c¢6 hoat tinh 16n hon 1% hoat tinh ctia GLP-1 tu nhién & thu thé GLP-1. Theo cac
phuong 4n vi du, peptit trong ban mo ta nay cé hoat tinh 1én hon hozc bing khoang
5%, 16n hon hoic bing khoang 10%, 16n hon hodc bing khoang 15%, 16n hon hodic
bf?lng khoang 20%, 16n hon hodc béng khoang 25%, 16n hon hoac béng khoang 30%,
16n hon hoac béng khoang 35%, 16n hon hoac béng khoang 40%, 16n hon hodc béng
khoang 45%, 16n hon hoic bang khoang 50%, 16n hon hogic bing khoang 55%, 16n
hon hodc bing khoang 60%, 1én hon hoic bing khoang 65%, 1én hon hoic bing
khoang 70%, 16n hon hodc bing khoang 75%, 1én hon hoic bing khoang 80%, 16n

hon hoic bang khoang 85%, 16n hon hozc bing khoang 90%, hozc 16n hon hoic bing
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khoang 95% hoat tinh ctia GLP-1 tu nhién & thu thé GLP-1. Theo c4c khia canh vi duy,
peptit trong ban mé ta nay c6 hoat tinh & thu thé GLP-1 16n hon hoat tinh & thu thé
GLP-1 ctia GLP-1 tu nhién. Vi vay, theo cac khia canh vi dy, peptit trong ban mo ta
nay c6 hoat tinh 16n hon hoic bang khoang 100% hoat tinh ctia GLP-1 tw nhién & thu
thé GLP-1. Theo céc khia canh vi dy, peptit trong ban mé ta nay c6 hoat tinh 16n hon
hoic bang khoang 150%, 16n hon hoic bang khoang 200%, 16n hon hoic bing khoang
250%, 16n hon hoidc bing khoang 300%, 16n hon hoic bing khoang 350%, 16n hon
hoic bing khoang 400%, 16n hon hoic bing khoang 450%, 16n hon hoc bing khoang
500%, 16n hon hozc bing khoang 550%, 16n hon hodc bang khoang 600%, 16n hon
hoic bang khoang 650%, 16n hon hoic bang khoang 700%, 16n hon ho#c bing khoang
750%, 1én hon hodc bing khoang 800%, 1én hon hodc bing khoang 850%, 16n hon
hozic bing khoang 900%, 16n hon hodic bing khoang 950%, hodc 16n hon hoic bing
khoang 1000% hoat tinh ctia GLP-1 ty nhién & thu thé GLP-1.

Theo céc phuong an vi duy, peptit chra trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 12.

Theo céc phuong 4n vi du, peptit chra trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ

ID NO: 13.

Theo céc phuong an vi duy, peptit chira trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ

ID NO: 14.

Theo céc phuong 4n vi du, peptit chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 15.

Theo céc phuong 4n vi duy, peptit chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 16 v c6 dd chon loc d6i voi thu thé GLP-1 & ngudi it nhit 1a bing 100 14n so
v6i thu thé GIP.

Theo céc phuong an vi duy, peptit chra trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 17.

Sang ché con dé xuét bién thé peptit chia trinh tu axit amin c6 d6 twong dong
cao voi trinh ty axit amin clia mét trong s6 cac peptit dugce boc 16 trong ban mo ta nay.

Theo cac phuong 4n vi du, bién thé peptit trong ban mé ta nay chia trinh tu axit amin
c6 do ddng nhét trinh tu it nhét 1a 80%, 85%, 90% hodc 95% dbi véi axit amin 1-29
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clia trinh tu axit amin cta peptit c¢6 trinh ty bt ky trong s§ cac SEQ ID NO: 12-17,
trong d6 bién thé peptit gitt lai hoat tinh cila peptit gbc & thu thé GLP-1, thu thé
glucagon, va thu thé GIP (vi dy, c6 d6 chon loc dbi véi thu thé GLP-1 & nguoi it nhét
1a bang 100 14n so v&i thu thé GIP), va tiy y hiéu luc GLP-1 bang it nhit 1%; hoic
trong d6 EC50 ctia peptit ¢ thu thé GIP nhé hon 100 14n so véi EC50 cta no & thu thé
GLP-1). Theo c4c phuong 4n vi du, bién thé peptit trong ban mé ta niy c6 do chon loc

d6i voi thu thé GLP-1 & ngudi 16n hon it nhat 100 14n so v&i thu thé GIP.

Theo cac phwong 4n vi du, bién thé peptit trong ban mé ta nay chira trinh t axit
amin dya trén trinh tu axit amin cua peptit trong ban moé ta nady nhung khac & mdt hoic
nhiéu vi trf axit amin, bao gém, nhung khong gidi han & vi tri 1, vi tri 2, vi tri 3, vi tri
7, vitri 10, vi tri 12, vi tri 15, vi tri 16, vi tri 17, vi tri 18, vi tri 20, vi tri 21, vi tri 23, vi
tri 24, vi tri 27, vi tri 28, vi tri 29. Theo céc khia canh vi du, bién thé peptit c6 thé chira
su thé bao toan so vai peptit gbc, c6 thé chira cai bién axit amin bat ky duoc néu trong
ban mb ta ndy, hoic cé thé chira cai bién axit amin ma quay trd lai axit amin c6 mit &
vi tri d6 trong trinh ty glucagon tu nhién (SEQ ID NO: 1). Theo cac khia canh vi du,
bién thé peptit trong ban mé ta nay chira trinh tu axit amin dya trén trinh ty axit amin

clia peptit trong ban mé ta nay nhung khac & mot hoic nhiéu diém sau day:

a) bién thé peptit chira axit amin dugc axyl hoa ho#c axit amin dugc
alkyl hoa;
b) axit amin dugc axyl hoa hodc axit amin duoc alkyl hod dugc thé

béng axit amin twong mg ctia glucagon tu nhién (SEQ ID NO: 1)
O vi tri d6 hoac phﬁn thé bao toan cua axit amin tu nhién, va tuy y
axit amin dugc axyl hoa hodc dugc alkyl hod méi duge dua vao &

cac vi tri khac nhau;

c) bién the peptit chira axit amin dugc gdan cdng hoa tri vao goc ua
nudc;
d) axit amin dugc gan cong hod tri vao gdc ua nude dugce thé bang

axit amin tuong Ung cua glucagon ty nhién (SEQ ID NO: 1) ¢ vi
tri d6, va tlly y axit amin méi dugc gén cong hoa tri vao gbc ua

nudc duoc dua vao & cac vi tri khac nhau;
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e) axit amin dau tan C cua bién thé peptit chira amit dau tin C thay

cho alpha carboxylat d4u tan C;

f) axit amin & vi tri bt ky trong sé cac vi tri tir 1 dén 29 duoc thay
thé bang axit amin twong tng cua glucagon tw nhién (SEQ ID
NO: 1) & vi tri 406;

2) hodc céc két hop bit ky cia chung.

Déi voi bién thé peptit bat ky néu trén, trong phuong an vi du, bién thé peptit
chira géc ua nudc dugce gén cong hoa tri vao axit amin & vi tri 16, 17, 21, 24, 29, vi tri
& trong doan kéo dai dAu tan C, hodic & ddu tan C. Theo céc khia canh vi du, bién thé
peptit chira Cys, Lys, Orn, homoxystein va Ac-Phe dugc gén cOng hoa tri vao géc ua
nudc, tuy y, trong d6 Cys, Lys, Orn, homoxystein, hodc Ac-Phe dugc bd tri & vi tri 16,
17, 21, 24, 29, vi tri & trong doan kéo dai dAu tan C, hoic & diu tan C cla bién thé

peptit. Theo cac khia canh vi dy, gbc wa nudc 1a polyetylen glycol.

Theo cac khia canh vi du, bién thé peptit chira axit amin dugc axyl hod hodc
dugc alkyl hod, tuy y, & vi tri 10. Theo cac khia canh vi duy, bién thé peptit chira axit
amin dugc axyl hod hodc dugc alkyl hod chira mach C8 dén C20 alkyl, mach C12 dn
C18 alkyl, hodc mach C14 hodc C16 alkyl. Theo c4c khia canh vi duy, bién thé peptit
chtra axit amin dugc axyl hod hodc dugc alkyl hod ma axit amin dugce axyl hod hodc
duogc alkyl hod nay c6 cong thirc I, Cong thirc II, hodc Cong thuc III, tuy y, trong do

axit amin c6 cong thirc I 1a Lys.

Theo céc khia canh vi dy, bién thé peptit trong ban mo ta ndy chira axit amin
duoc axyl hoa hodc dugc alkyl hod, trong d6 nhém axyl hodc nhém alkyl dugc gin
cong hoa tri vao axit amin qua vung dém, tuy y, trong d6 ving dém la axit amin hogc

dipeptit. Theo cac phuong an vi du, ving dém chirta mdt hodc hai géc ¢6 tinh axit.

Theo phwong 4n vi du bit ky néu trén, peptit hodc bién thé peptit trong ban mb
t4 nay c6 (EC50 & thu thé glucagon)/(EC50 & thu thé GLP-1) béng khoang 20 hogc
thip hon (vi dy, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8,7, 6, 5,4, 3, 2, 1, 0,5,
0,25, 0,10, 0,05, 0,025, 0,01, 0,001).

51
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Theo phuong 4n vi du bét ky néu trén, peptit hodc bién thé peptit trong ban mé
ta nay c6 (EC50 & thu thé glucagon)/(EC50 & thu thé GLP-1) cao hon 20 (vi duy, 21,
25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 250, 500, 750, 1000 hodc cao hon).

Theo phuwong 4n vi du bit ky néu trén, peptit hodc bién thé peptit trong ban mo
ta ndy c¢6 EC50 & thu thé GLP-1 16n hon tir hai dén mudi 1an (vidy, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9
14n) so voi EC50 & thu thé glucagon.

Céc loai tru

Theo céc phuong 4n vi du, peptit bat ky trong sd céc peptit sau day duogc loai
trir ra khoi chét trong tu glucagon duoc néu trong ban md ta nay, mic du peptit bt ky
trong sb cac peptit sau day chira mot hogc nhidu cai bién khic nhw néu trong ban mo ta
nay co6 hoat tinh GLP-1 hogc hoat tinh déng cha van, dugc phém, kit, va phuong phap
didu trj bing cach st dung hop chét nay co thé duoc bao gém trong sang ché: peptit
duoc néu trong SEQ ID NO: 1 c6 phan thé [Argl2] va c6 amit dau tan C; peptit duoc
néu trong SEQ ID NO: 1 ¢6 phan thé [Arg12,Lys20] va c6 amit diu tan C; peptit dugc
néu trong SEQ ID NO: 1 ¢6 phin thé [Argl12,Lys24] va c6 amit diu tan C; peptit dugc
néu trong SEQ ID NO: 1 ¢6 phén thé [Arg12,Lys29] va c6 amit dau tin C; peptit duoc
néu trong SEQ ID NO: 1 ¢6 phan thé [Glu9]; peptit dugc néu trong SEQ ID NO: 1
thiéu His1, c6 phin thé [GIu9, Glul6, Lys29] va amit ddu tan C; peptit dwoc néu trong
SEQ ID NO: 1 ¢6 phan thé [Glu9, Glul6, Lys29] va c¢6 amit dau tan C; peptit duoc
néu trong SEQ ID NO: 1 c6 phén thé [Lys13, Glul7] dugc lién két qua cu lactam va
¢6 amit ddu tan C; peptit dugc néu trong SEQ ID NO: 1 ¢6 phan thé [Lys17, Glu21]
duoc lién két qua ciu lactam va c6 amit dau tan C; peptit duge néu trong SEQ ID NO:
1 thiéu Hisl, ¢6 phén thé [Glu20, Lys24] duoc lién két qua céu lactam. Theo mot sd
phuong 4n, chét twong tu glucagon khong phai 1a peptit bét ky duoc bdc 16 trong tai
liéu bét ky trong sé don séang ché quéc té s6 PCT/US2009/034448, ndp ngay 19 théng
2 nam 2009, va dugce cong bd vao ngiy 26 thang 8 nim 2010, véi sé cong bd WO
2010/096052; don sang ché qubc t& s PCT/US2009/068678, ndp ngiy 18 thang 12
nim 2009, va duoc cong bd vao ngay 26 thang 8 nam 2010, véi s6 cong b6 WO
2010/096142; don sang ché quéc té& s& PCT/US2009/047438, ndp ngay 16 thang 6
nim 2009, va duoc cong bd ngiy 23 thang 12 nim 2009, voi s cong bd WO
2009/155258; don sang ché quéc té& s6 PCT/US2008/053857, nop ngay 13 thang 2
nim 2008, va dugc cong bd ngay 21 thang 8 nim 2008, véi sb cong bd WO
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2008/101017; don sang ché qudc t& s6 PCT/US2010/059724, ndp ngay 9 thang 12
nim 2010; don séng ché quéc té s PCT/US2009/047447, ndp ngay 16 thang 6 nim
2009, va duoc cong bb ngay 28 thang 1 nim 2010, véi s§ cong bd W02010/011439;
don sang ché qudc té s6 PCT/US2010/38825, ndp ngay 16 thang 6 nam 2010, va duoc
cong bd ngay 23 thang 12 nim 2010, véi s6 cong bd WO2010/148089; don sang ché
qubc té s6 PCT/US2011/022608, ndp ngay 26 thang 1 nim 2011; va don tam thoi M§
s6 61/426,285, nop ngay 22 thang 12 nim 2010; mdi tai lidu dwoc néu & day chi nhim
muc dich tham khao. Theo mét s6 phuong 4n, chit tuong tu glucagon khong gdm tét
ca hodic mot phan cia trinh tt KRNRNNIA duoc lién két v6i ddu tan C sau vi tri 29, vi
du KRNR.

Phuong phép tao ra peptit

Chét tuong tu glucagon theo sing ché c6 thé thu duoc bing phuong phap da
biét trong linh vuc. Phuong phép tdng hop peptit de novo thich hgp duge néu trong tai
li€u, vi dy, Chan et al., Fmoc Solid Phase Peptide Syhthesis, Oxford University Press,
Oxford, United Kingdom, 2005; Peptide and Protein Drug Analysis, ed. Reid, R.,
Marcel Dekker, Inc., 2000; Epitope Mapping, ed. Westwood et al., Oxford University
Press, Oxford, United Kingdom, 2000; va patent M¥ sb 5,449,752.

Ngoai ra, trong trudng hop ma chit twong tu theo sang ché khong chira axit
amin khong dugc mi hod hodc axit amin khong ty nhién bét ky, chét tuong tu
glucagon c6 thé dugc tao ra theo cach tai t hop bang cach st dung axit nucleic ma
ho4 trinh ty axit amin cta chét tvong tu st dung phuong phép tai t6 hop tiéu chuén.
Xem, vi dy, Sambrook et al., Molecular Cloning: Laboratory Manual. 3rd ed., Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY 2001; va Ausubel et al., Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and John Wiley &
Sons, NY, 1994,

Theo mdt sb phwong 4n, chat tuong tur glucagon theo séng ché duoc phén tach.
Theo mdt s6 phuong 4n, chit twong tur glucagon theo séng ché dugc tinh ché. Can hiéu
ring “do tinh khiét” 13 thuat ngit twong ddi, va khong dugc hidu 1a do tinh khiét tuyét
d6i hodc sy lam giau tuyét d6i hoic su chon loc tuyét ddi. Theo mot s6 khia canh, do
tinh khiét 1 it nhat hoic khoang 50%, it nh4t hoic khoang 60%, it nhat hodc khoang
70%, it nhit hodc khoang 80%, hodc it nhit hoic khoang 90% (vi du, it nhét hoic
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khoang 91%, it nhat hozc khoang 92%, it nht hoic khoang 93%, it nhit hoic khoang
94%, it nhit hodc khoang 95%, it nhét hoc khoang 96%, it nhit hoic khoang 97%, it
nhét hodc khoang 98%, it nhat hozic khoang 99% hozc x4p xi 100%).

Theo mdt s& phuong 4n, peptit duge néu trong ban mé ta nay duoc téng hop
thuong mai bdi cac cong ty, nhu Synpep (Dublin, CA), Peptide Technologies Corp.
(Gaithersburg, MD), va Multiple Peptide Systems (San Diego, CA). V& mit nay, peptit

6 thé duge téng hop, dugc tai td hop, dugc phén tach, va/hodc dugce tinh ché.
Thé tiép hop

Sang ché con dé xuat thé tiép hop chira mot hodc nhidu chit twrong tu glucagon
duoc néu trong ban mé ta nay duoc tiép hop véi gbe khac loai, trong d6 thé tiép hop
c6 hoat tinh tang ¢ thu thé GLP-1, so voi glucagon tu nhién, va cé d6 chon loc dbi véi
thu thé GLP-1 & ngudi 16n hon it nhit 100 1in so voi thu thé GIP. Trong ban mé ta
nay, thuat ngit “gdc khac loai” ddng nghia véi thuat ngit “gde tiép hop” va chi phén tir
bét ky (hoa hoc hozc hod sinh, ¢é trong tu nhién hosic khong duge mi hoa) khéc so véi
chét twong ty glucagon duoc néu trong ban md ta nay. Vi du vé cac gdc tiép hop c6 thé
duoc lién két v6i chit tuong tur bt ky duoc ndu trong ban md ta nay gdm nhung khong
gidi han & peptit hodc polypeptit khac loai (gém vi du, protein huyét tuong), chét
hudng dich, globulin mién dich hosc ph?m cua nd (vi dy, ving bién d6i, CDR, hoic
ving Fc), ddu chin do4dn nhu chit ddng vi phdng xa, chit huynh quang hoic ddu
enzym, polyme gdm polyme tan dugc trong nudc, hoic chit tri liéu hoic chin doan
khéc. Theo mdt s phuong &n, thé tiép hop duge d& xuit gdm chit tuong tu theo sang
ché va protein huyét tuong, trong d6 protein huyét tuong dwoc chon tir nhém gdm
albumin, transferin, fibrinogen va globulin. Theo mdt s6 phwong &n, gdc protein huyét
tuwong ctia thé tiép hop 1a albumin hosc transferin. Thé tiép hop theo mdt sé phuong 4n
chita mot hoic nhidu chit twong tu glucagon dugc néu trong ban mé ta nay va mot
hodc nhidu trong s6: peptit (khac biét véi chét twong tu glucagon cé hoat tinh thy thé
glucagon va/hodc GLP-1 duoc néu trong ban md ta nay), polypeptit, phan tr axit
nucleic, khang thé hoic manh cta nd, polyme, chdm luong tu, phén tr nhé, ddc tb,

chét chén doan, hydratcacbon, axit amin.

Theo mdt sd phuong én, géc khac loai 1a peptit khac biét véi chét tuong tu cé

hoat tinh thu thé glucagon va/hoiic GLP-1 dugc néu trong ban mo ti nay va thé tiép
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hop 1a peptit dung hop hodc peptit kham. Theo mdt sé phuong an, gbc khac loai 1a
phan kéo dai peptit c6 1-21 axit amin. Theo cic phuong 4n cu thé, phan kéo dai dugce

gédn vao dau tan C cua chat tuong tu glucagon, vi du, vao axit amin & vi tri 29.

Theo mot sé khia canh cu thé, phin kéo dai 1a mot axit amin hodc dipeptit.
Theo céc phuong an cu thé, phan kéo dai chira axit amin dugc chon tir nhém gdm: axit
amin tich dién (vi dy, axit amin tich dién am (vi du, Glu), axit amin tich dién duong),
axit amin chira géc wa nudc. Theo mot sb khia canh, phﬁn kéo dai 1a Gly, Glu, Cys,

Gly-Gly, Gly-Glu.

Theo mdt sd phuong 4n, phan kéo dai chira trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 9 (GPSSGAPPPS), SEQ ID NO: 10 (GGPSSGAPPPS), SEQ ID NO: 8
(KRNRNNIA), hodc SEQ ID NO: 11 (KRNR). Theo céc khia canh cu thé, trinh tu axit
amin dugc gin qua axit amin dau tin C ctia chat twong tu glucagon, vi du, axit amin &
vi trf 29. Theo mdt s§ phuong an, trinh tir axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 13-
16 dugc lién két v6i axit amin 29 clia chit twong tw glucagon qua peptit lién két. Theo
mdt s& phuong 4n cu thé, axit amin & vi tri 29 clia chit tuong tu glucagon 1a Gly, va
Gly duoc dung hop v6i mot trong s6 cac trinh tur axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 8-11.

Theo mdt s§ phuong 4n, gdc khac loai 1a polyme. Theo mét sé phuong 4n,
polyme dugc chon tir nhém gbdm: polyamit, polycacbonat, polyalkylen va din xuét cta
chung gdm, polyalkylen glycol, polyalkylen oxit, polyalkylen terephtalat, polyme ctia
acrylic va metacrylic este, gdbm poly(metyl metacrylat), poly(etyl metacrylat),
poly(butylmetacrylat), poly(isobutyl metacrylat), poly(hexylmetacrylat), poly(isodexyl
metacrylat), poly(lauryl metacrylat), poly(phenyl metacrylat), poly(metyl acrylat),
poly(isopropyl acrylat), poly(isobutyl acrylat), va poly(octadexyl acrylat), polyme
polyvinyl gdm ruou polyvinyl, polyvinyl ete, polyvinyl este, polyvinyl halogenua,
poly(vinyl axetat), va polyvinylpyrolidon, polyglycolit, polysiloxan, polyuretan va co-
polyme ctia ching, xenluloza gém alkyl xenluloza, hydroxyalkyl xenluloza, xenluloza
ete, xenluloza este, nitro xenluloza, metyl xenluloza, etyl xenluloza, hydroxypropyl
xenluloza, hydroxy-propyl metyl xenluloza, hydroxybutyl metyl xenluloza, xenluloza
axetat, xenluloza propionat, xenluloza axetat butyrat, xenluloza axetat phtalat,

carboxyletyl xenluloza, xenluloza triaxetat, va mubi xenluloza sulphat natri,
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polypropylen, polyetylen gdm poly(etylen glycol), poly(etylen oxit), va poly(etylen
terephtalat), va polystyren.

Theo mdt sé khia canh, polyme la polyme cé thé bi phan huy sinh hoc, gém
polyme c6 thé bi phan hiy sinh hoc tdng hop (vi du, polyme ciia axit lactic va axit
glycolic, polyanhydrit, poly(ortho)este, polyuretan, poly(axit butic), poly(axit valeric),
va poly(lactit-cocaprolacton)), va polyme c6 thé bi phan huy sinh hoc tw nhién (vi du,
alginat va polysacarit khac gdm dextran va xenluloza, collagen, d4n xuét héa hoc cla
ching (thé, ) sung nhom hoa hoc, vi dy, alkyl, alkylen, hydroxyl hod, oxy hoa, va cai
bién khac thudong duoc tao ra bdi ngudi ¢ hiéu biét trung binh vé linh vyc ki thuat
nay), albumin va protein wa nudc khac (vi dy, zein va prolamin va protein ky nude
khac)), cling nhur copolyme hodc hdn hop bit ky ctia chiung. Nhin chung, cic nguyén
liéu nay phan hay thong qua viéc thuy phdn bing enzym hoic tiép xic véi nude in

vivo, thdng qua sy dn mon bé mat hodc khoi.

Theo mét s6 khia canh, polyme 14 polyme két dinh sinh hoc, nhur hydrogel c6
thé bi &n mon sinh hoc dugc md ta boi H. S. Sawhney, C. P. Pathak va J. A. Hubbell
trong tai li€u Macromolecules, 1993, 26, 581-587, hudng dan cta né duge néu trong
ban mé ta nay, axit polyhyaluronic, casein, gelatin, glutin, polyanhydrit, axit
polyacrylic, alginat, chitosan, poly(metyl metacrylat), poly(etyl metacrylat),
poly(butylmetacrylat), poly(isobutyl metacrylat), poly(hexylmetacrylat), poly(isodexyl
metacrylat), poly(lauryl metacrylat), poly(phenyl metacrylat), poly(metyl acrylat),
poly(isopropyl acrylat), poly(isobutyl acrylat), va poly(octadexyl acrylat).

Theo mdt s6 phuong 4n, polyme 13 polyme tan duoc trong nudc hodc polyme
wa nude. Polyme wa nuée duge néu trong ban md ta nay dudi dang “gbec wa nudc”.
Polyme tan dugc trong nudc thich hop la da biét trong linh vuc va gdm, vi du,
polyvinylpyrolidon, hydroxypropyl xenluloza (HPC; Klucel), hydroxypropyl
metylxenluloza (HPMC; Methocel), nitroxenluloza, hydroxypropyl etylxenluloza,
hydroxypropyl butylxenluloza, hydroxypropyl pentylxenluloza, metyl xenluloza,
etylxenluloza (Ethocel), hydroxyetyl xenluloza, cac alkyl xenluloza va hydroxyalkyl
xenluloza khac nhau, cac xenluloza ete khic nhau, xenluloza axetat, carboxymetyl
xenluloza, natri carboxymetyl xenluloza, canxi carboxymetyl xenluloza, copolyme
vinyl axetat/axit crotonic, poly-hydroxyalkyl metacrylat, hydroxymetyl metacrylat,

copolyme axit metacrylic, axit polymetacrylic, polymetylmetacrylat, copolyme maleic
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anhydrit/metyl vinyl ete, ruou poly vinyl, axit natri va canxi polyacrylic, axit
polyacrylic, polyme carboxy c6 tinh axit, carboxypolymetylen, polyme carboxyvinyl,
copolyme polyoxyetylen polyoxypropylen, polymetylvinylete co-maleic anhydrit,
carboxymetylamit, co-polyme kali metacrylat divinylbenzen, polyoxyetylenglycol,

polyetylen oxit, va ddn xuét, mudi, va dang két hop cua ching,

Theo cac phuong 4n cu thé, polyme 1a polyalkylen glycol, gdm, vi du,
polyetylen glycol (PEG).

Theo mdt sb phuong an, gbc khac loai 1a hydratcacbon. Theo mét sb phuong
an, hydratcacbon 14 monosacarit (vi dy, glucoza, galactoza, fructoza), disacarit (vi du,
sucroza, lactoza, maltoza), oligosacarit (vi duy, rafinoza, stachyoza), polysacarit (tinh
bot, amylaza, amylopectin, xenluloza, kitin, calloza, laminarin, Xylan, mannan,

fucoidan, galactomannan.

Theo mdt s6 phuwong 4n, gdc khac loai 14 lipit. Lipit, theo mot .sé phuong én, la
axit béo, eicosanoit, prostaglandin, leukotrien, thromboxan, N-axyl etanolamin),
glyxerolipit (vi du, glyxerol dugc thé mono, di, tri), glyxerophospholipit (vi du,
phosphatidylcholin, phosphatidylinositol, phosphatidyletanolamin, phosphatidylserin),
sphingolipit (vi dy, sphingosin, ceramit), sterol lipit (vi du, steroit, cholesterol), prenol
lipit, sacarolipit, hodc polyketit, dau, sap, cholesterol, sterol, vitamin tan dugc trong

chit béo, monoglyxerit, diglyxerit, triglyxerit, phospholipit.

Theo mot sé phuong 4n, gbc khac loai duge gin vao chét tuong tu theo sang
ché qua lién két khong cong hod tri hodic cong hoa tri. Theo cac khia canh nay, gdc
khac loai dugc gén vao chit twong tu theo sang ché qua thanh phén lién két. Viéc lién
két c6 thé dugc thyuc hién b‘a“tng lién két hoa hoc cong hoa tri, lyc vat ly nhu tuong tac
tinh dién, hydro, ion, van der Waals, hodc ky nudc hodc ua nudc. Nhiéu hé ghép cip
khong cong hod tri khéc nhau c6 thé dugc st dung, gdm biotin-avidin, phdi tir/thu thé,
enzym/co chét, axit nucleic/protein lién két axit nucleic, lipit/protein lién két lipit, dbi
tac phan tir dinh té bao; hoic ddi tc lién két bat ky hodc manh ctia chiing ma c6 4i luc

vO1 nhau.

Chét tuong tu glucagon theo mot s& phuong an duoge lién két véi cac gbe tiép
hop qua lién két cong hod trj truc tiép bang cach cho gbc axit amin dich ctia chit twong

ty phan Gng véi chat tao dan xudt hitu co ¢6 kha ning phan tmg v6i mach bén dugce
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chon hoic gdc dau tan N hoic C ciia axit amin dich. Nhém c6 tinh phan tng trén chit
tuong tu hodc gbc tiép hop gdm, vi du, nhém aldehyt, amino, este, thiol, a-haloaxetyl,
maleimido hodc hydrazino. Chét tao din xudt gdm, vi du, maleimidobenzoyl
sulfosuxinimit este (tiép hop qua gbc xystein), N-hydroxysuxinimit (qua gbc lysin),
glutaraldehyt, suxinic anhydrit hodc chét khac da biét trong linh vuc. Theo cach khac,
cac gbe tiép hop c6 thé duoc lién két vai chit twong tur gian tiép qua chit mang trung
gian, nhu chit mang polysacarit hodc polypeptit. Vi du vé chit mang polysacarit gdm
aminodextran. Vi du v& chit mang polypeptit thich hop gdm polylysin, polyaxit
glutamic, axit polyaspartic, co-polyme ctia ching, va polyme hdn hgp cila cic axit
amin ndy va cac chét khéc, vi du, serin, dé mang lai tinh chét hoa tan mong mudn cho

chét mang duogc tai thu dugc.

Géc xysteinyl dugc cho phan Gmg nhiéu nhat 13 v6i a-haloaxetat (va amin twong
Gng), nhu axit cloaxetic, cloaxetamit dé tao ra carboxymetyl hoic din xuét
carboxyamidometyl. Gdc xysteinyl con dugc tao din xua“'l_t bing phan tmg véi
bromotrifloaxeton, axit alpha-bromo-p-(5-imidozoyl)propionic, cloaxetyl phosphat, N-
alkylmaleimit,  3-nitro-2-pyridyl  disulfua, metyl 2-pyridyl disulfua, p-
clomercuribenzoat, 2-clomercuri-4-nitrophenol, hodc clo-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-

diazol.

Géc histidyl duoc tao din xudt bing phan tng véi dietylpyrocacbonat & pH
nim trong khoang 5,5-7,0 vi chét ndy tuong dbi dic hiéu véi mach bén histidyl. Para-
bromophenaxyl bromua ciling hitu dung; phan tmg nay tdt hon dugc tién hanh trong

natri cacodylat 0,1M & pH=6,0.

Géc lysinyl va gbc dau tdn amino duoc cho phan Umg véi axit suxinic hodc axit
carboxylic anhydrit khac. Viéc tao din xuit bang cac chit nay c6 tic dung dao nguoc
dién tich cua gbc lysinyl. Chét phan tng thich hop khac dé tao din xuit géc chira
alpha-amino gém imidoeste nhur metyl picolinimidat, pyridoxal phosphat, pyridoxal,
cloborohydrit, axit trinitrobenzensulfonic, O-metylisoure, 2,4-pentandion, va phan ung

duoc xuc tac boi transaminaza véi glyoxylat.

Géc arginyl duoc bién ddi bang phan tmg véi mot hodc mot vai chét phan tng
thong thudng, trong sb chung 14 phenylglyoxal, 2,3-butandion, 1,2-xyclohexandion, va

ninhydrin. Su tao dan xudt cta gbc arginin doi hoi phan tmg duoc tién hanh trong diéu
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kién kiém do pKa cao cua nhém chirc guanidin. Ngoai ra, cac chat phan tmg nay c6

th€ phan Gmg véi nhém cua lysin cling nhu nhém arginin epsilon-amino.

Su cai bién cu thé ciia gbe tyrosyl c6 thé duoc tao ra, véi mong mubn dic biét
trong viéc dua nhin ddnh ddu phd vao gbc tyrosyl bang phan tng voi hop chit
diazonium thom hodc tetranitrometan. Théng thudong nhit, N-axetylimidizol va
tetranitrometan duogc st dung l4n luot d tao thanh céac loai O-axetyl tyrosyl va dan

xuit 3-nitro.

Nhom bén carboxyl (aspartyl hodc glutamyl) dugc bién déi chon loc bing phan
ung voi carbodiimit (R-N=C=N-R"), trong d6 R va R' 1a khiac nhém alkyl, nhu 1-
xyclohexyl-3-(2-morpholinyl-4-etyl) ~ carbodiimit hodc  1-etyl-3-(4-azonia-4,4-
dimetylpentyl) carbodiimit. Ngoai ra, cac gbc aspartyl va glutamyl duge chuyén hoa

thanh cac gbc asparaginyl va glutaminyl bing phan tmg véi ion amoni.

Cai bién khac gdm su hydroxyl hod prolin va lysin, su phosphoryl hoa nhém
hydroxyl ctia céc gdc seryl hodc threonyl, sw metyl hoa nhém alpha-amino ctia mach
bén lysin, arginin, va histidin (T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular
Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983)), sy khir amin cta
asparagin hodc glutamin, su axetyl hod amin dau tan N, va/hoic sy amit hod hodc su

este hoa nhom axit carboxylic du tén C.

Dang cai bién cong hod tri khéc gém glycosit ghép cép hod hoc hodc enzym véi
chét twong tu. (Cac) duong co thé dugc gin vao (a) arginin va histidin, (b) nhém
carboxyl tu do, (¢) nhém sulthydryl tu do nhu nhém sulfhydryl cua xystein, (d) nhém
hydroxyl tu do nhuw nhém hydroxyl cta serin, threonin, hogc hydroxyprolin, (e) gbc
thom nhu gdc thom ctia tyrosin, ho#ic tryptophan, hodc (f) nhém amit cia glutamin,
Céc phuong phap nay dugc néu trong WO87/05330 duoc cong b6 ngay 11 thang 9
ndm 1987, va trong tai liéu Aplin and Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306
(1981).

Theo mot s§ phuong 4n, chit tuong tu glucagon duoc tiép hop véi gbe khac
loai qua lién két cong hod trj gilta mach bén ctia axit amin cta chét tuong tu glucagon
v6i gbe khac loai. Theo mdt s6 phuong &n, chét tuong tu glucagon duge tiép hop voi
géc khéc loai qua mach bén cua axit amin & vi tri 16, 17, 21, 24, hodc 29, vi tri & trong

doan kéo dai dau tin C, hodc axit amin dau tdn C, hodc két hop ctia cc vi tri nay.
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Theo mdt s khia canh, axit amin cong hoa trj duoc lién két voi gbc khac loai (vi duy,
axit amin chira géc khac loai) 1a Cys, Lys, Orn, homo-Cys, hodc Ac-Phe, va mach bén

cua axit amin dugc lién két cong hod tri vao goc khac loai.

Theo mot s6 phuong 4n, thé tiép hop chira thanh phén lién két néi chit tuong tu
glucagon véi gbc khac loai. Theo mot sé khia canh, thanh phin lién két chira chudi
nguyén tir dai tir 1 dén khoang 60, hozc tir 1 dén 30 nguyén tir hodc dai hon, dai tir 2
dén 5 nguyén tir, tir 2 dén 10 nguyén tir, tir 5 dén 10 nguyén tt, hodc tir 10 dén 20
nguyén tir. Theo mot s6 phuong 4n, nguyén tir chudi nay déu la nguyén tir cacbon.
Theo mot sé phuwong 4n, nguyén tir chudi trong khung cta thanh phan lién két duoc
chon tir nhém goém C, O, N va S. Nguyén tir chudi va thanh phan lién két c¢6 thé duoc
chon theo kha ndng hoa tan dugc mong doi cuia chung (tinh wa nuéc) sao cho thu dugce
thé tiép hop tan dugc nhiéu hon. Theo mét sé phuong an, thanh phan lién két tao ra
nhém chitc ma 1a myc tidu cho su phén cit bing enzym hodc chét xuc tac khac hodc
diéu kién thuy phan duoc tim thdy trong mé hodc co quan hoic té bao dich. Theo mot
s6 phwong 4n, chidu dai ctia thanh phan lién két 1 di dai dé 1am giam hiéu luc déi véi
chuéng ngai khong gian. Néu thanh phan lién két 12 lién két cong hoa tri hogc lign két
peptidyl va thé tiép hop 14 polypeptit, thé tiép hop hoan chinh c6 thé 1a protein dung
hop. Lién két peptidyl nay c6 thé c6 chidu dai bit ky. Thanh phén lién két vi du c6
chiéu dai ndm trong khoang tir 1 &n 50 axit amin, tir 5 dén 50, tir 3 dén 5, tir 5 dén 10,
tir 5 dén 15, hodc tlr 10 d&én 30 axit amin. Theo cach khac, protein dung hop niy c6 thé
dugc tao ra bang phuong phép thiét ké di truyén tai t6 hop da biét voi nguoi ¢ hidu

biét trung binh v& linh vue k§ thuét nay.
Thé tiép hop: thé dung hop Fc

Nhu néu trén, theo mot sb phuong an, chét tuong tu duogc tiép hop, vi du, dugc
dung hop véi globulin mién dich hosc phr?m ctia n6 (vi dy, ving bién dbi, CDR, hoic
viing Fc). Céc loai globulin mién dich (Ig) d4 biét gdm IgG, IgA, IgE, IgD hoac IgM.
Vung Fc 1a viing dau tan C cua chudi ning Ig, chiu trach nhiém lién két voi thu thé Fc
ma thuc hién cac hoat dong nhu déng vong (din dén thoi gian ban huy dai hon), doc
tinh t& bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC), va doc tinh t& bao phu
thudc bé thé (CDC).
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Vi du, theo mdt s§ dinh nghia, ving Fc chudi ning IgG cta ngudi kéo dai tir
Cys226 dén dau tan C ciia chudi ning. "Ving ban 18" thuong kéo dai tr Glu216 dén
Pro230 ctia IgG1 ciia ngudi (ving ban 1& ctia chat ddng phén IgG khéc c6 thé duoc sip
thang hang v&i trinh ty IgG1 bing cach sip thing hang céc xystein c6 lién quan trong
lién két xystein). Ving Fc ctia IgG gdm hai mién khong dbi, CH2 va CH3. Mién CH2
ctia ving Fc IgG cua ngudi thuong kéo dai tir axit amin 231 dén axit amin 341. Mién
CH3 ctia viing Fc IgG clia ngudi thudng kéo dai tir axit amin 342 dén 447. Viéc vién
dan dén cach danh s axit amin ctia globulin mién dich hoic manh globulin mi2n dich,
hoic ving, déu dua theo Kabat et al. 1991, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, U.S. Department of Public Health, Bethesda, Md. Theo cidc phuong an lién
quan, vung Fc co thé chtira mot hodc nhidu vung khong ddi ty nhién hodc duogc bién
dbi tir chudi ning globulin mién dich, khong phai 14 CHI, vi du, ving CH2 va CH3
cua IgG va IgA, hodc ving CH3 va CH4 cua IgE.

Céc gbe tiép hop thich hop bao gdm céc phén cua trinh tr globulin mién dich
ma gdém vi tri lién két FcRn. FcRn, thu thé thu hdi, chiu trach nhiém tudn hoan
globulin mién dich va dua ching quay trd lai hé tudn hoan trong mau. Ving cta phin
Fc cta IgG ma lién két voi thu thé FcRn duoc mé ta dwa vao tinh thé hoc tia X
(Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). Ving tiép xtic chinh cta Fc véi FcRn 13 &
gan chd ndi ctia mién CH2 va mién CH3. T4t ca cac tiép xtic Fc-FcRn déu & trong
chudi ning Ig don. Vi tri tiép xtc chinh gém cac gbe axit amin 248, 250-257, 272,
285, 288, 290-291, 308-311 va 314 ctia mién CH2 va cac gdc axit amin 385-387, 428
va 433-436 cta mién CH3.

Mot s6 gbe tiép hop c6 thé bao gdm hoidc khong bao gdm (céc) vi tri lign két
FcyR. FeyR chiu trach nhiém d6i véi ADCC va CDC. Vi du vé vi tri trong viing Fc ma
tao ra su tiép xitic truc tiép voi FeyR 14 cac axit amin 234-239 (ving ban 18 phia dudi),
axit amin 265-269 (vong B/C), axit amin 297-299 (vong C’/E), va axit amin 327-332
(vong F/G) (Sondermann et al., Nature 406: 267-273, 2000). Ving ban 1& phia dudi
ctua IgE con dugc bao ham trong viée lién két FcRI (Henry, et al., Biochemistry 36,
15568-15578, 1997). Céc gbc c6 lién quan dén lién két thy thé IgA duoc néu trong tai
lidu Lewis et al., (J Immunol. 175:6694-701, 2005). Gdc axit amin c6 lién quan trong
viéc lién két thu thé IgE duoc néu trong tai lidu Sayers et al. (J Biol Chem.
279(34):35320-5, 2004).
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Cai bién axit amin c6 thé duoc tao ra déi véi ving Fe cla globulin mién dich.
Ving Fc bién thé ndy chia it nhat mot cai bién axit amin trong mién CH3 ctia ving Fc
(cac gbc 342-447) va/hodc it nhit mot cai bién axit amin trong mién CH2 cila ving Fe
(céac géc 231-341). Céac dot bién duoc tin 1a mang lai &i luc tdng cho FcRn bao gém
T256A, T307A, E380A va N434A (Shields et al. 2001, J. Biol. Chem. 276:6591). Cac
dot bién khéc c6 thé lam giam lién két ctia ving Fc véi FeyRI, FeyRIIA, FeyRIIB,
va/hodc FcyRIITA ma khong lam giém déng ké &i lyc ddi voi FeRa. Vi dy, su thé cua
Asn ¢ vi tri 297 cua vung Fc béng Ala hodc axit amin khac s& loai bd vi tri N-glycosyl
hod bao toan cao va c6 thé 1am giam tinh mién dich di kém v&i thoi gian ban huy dai
hon ctia ving Fe, cling nhu lam giam lién két véi cic FeyR (Routledge et al. 1995,
Transplantation 60:847; Friend et al. 1999, Transplantation 68:1632; Shields et al.
1995, J. Biol. Chem. 276:6591). Cai bién axit amin & vi tri 233-236 ctia IgG1 dugc tao
ra 1am giam lién két véi FcyR (Ward and Ghetie 1995, Therapeutic Immunology 2:77
va Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613). Mét s6 vi du v& su thé axit amin
duoc néu trong patent My 7,355,008 va 7,381,408, mdi tai licu nay dugc Kkét hop vao

ban md ta bang cach vién din.
The tiép hop: Cac gdc va nude

Chét twong tu glucagon duge néu trong ban md ta ndy c6 thé dugc bién dbi
thém dé cai thién kha ning hoa tan va d6 én dinh ctia n6 trong dung dich trong nudc &
d6 pH sinh ly, trong khi van gitt lai hoat tinh sinh hoc cao so v&i glucagon tur nhién.
Céc gbc wa nude nhue nhom PEG c6 thé dugc gin vao chit trong tu trong didu kién
thich hop bit ky duoc sir dung cho phan tmg protein v6i phan tir polyme dugc hoat
hoa. Phwong phap bt ky di biét trong linh vuc c6 thé dugc sir dung, bao gdm phan
ung axyl hoa, phan tng alkyl hod khtr, phan Umg cdng Michael, phan ung alkyl hoa
thiol hodc phuong phap tiép hop/ndi chon loc hod hoc khac thong qua nhém hoat tinh
trén géc PEG (vi du, nhém aldehyt, amino, este, thiol, a-haloaxetyl, maleimido hodc
hydrazino) véi nhém hoat tinh trén hop chét dich (vi du, nhém aldehyt, amino, este,
thiol, a-haloaxetyl, maleimido hodc hydrazino). Nhém hoat hod ma cé thé duoc st
dung dé lién két polyme tan dugc trong nudc véi mot hodc nhidu protein bao gom,
nhung khong gidi han & sulfon, maleimit, sulthydryl, thiol, triflat, tresylat, azidirin,
oxiran, 5-pyridyl, va nhém axyl dugc halogen hod alpha (vi dy, axit alpha-iodo axetic,

axit alpha-bromoaxetic, axit alpha-cloaxetic). Néu dugc gin vao chat tuong tw bing su
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alkyl ho4 kht;, polyme dugc chon cin c¢6 mot aldehyt phan Gmg sao cho mic do
polyme hod dugc kiém soat. Xem tai liéu, vi du, Kinstler et al., 4dv. Drug. Delivery
Rev. 54: 477-485 (2002); Roberts et al., Adv. Drug Delivery Rev. 54: 459-476 (2002);
va Zalipsky et al., Adv. Drug Delivery Rev. 16: 157-182 (1995).

Theo céc khia canh cu thé, géc axit amin ctia chat tuong tu c¢6 thiol duge bién
d6i bing gbc wa nudc nhu PEG. Theo mdt s§ phuong 4n, thiol dwgc bién dbi bing
PEG duogc hoat hoa maleimit trong phan Gng ccf)ng Michael d& tao ra chét tuong tu
duoc PEG hod c6 lién két thioete dugc thé hién dudi day:

Peptit o
Q '
S/q\/\n/ N\/\o/f\/o);C Hy
0 0 _

Theo mdt sb phuong 4n, thiol dugc bién ddi véi PEG duogce hoat hod haloaxetyl
trong phén ung thé wa nhan tao ra chét tuong tu dugc PEG hoé c6 lién két thioete dunjc
thé hién dudi day: |

VPeptit |

ks/ﬁ/n\/\/o‘?/\o)’nc .
0 :

Céc gbc wa nudc thich hop gdm polyetylen glycol (PEG), polypropylen glycol,
cac polyol polyoxyetyl héa (vi du, POG), sorbitol polyoxyetyl hda, glucoza
polyoxyetyl hda, glyxerol polyoxyetyl héa (POG), cac polyoxyalkylen, polyetylen
glycol propionaldehyt, copolyme cta etylen glycol/propylen glycol, monometoxy-
polyetylen glycol, mono-(C1-C10) alkoxy- hodc aryloxy-polyetylen glycol,
carboxymetylxenluloza, polyaxetal, rugu polyvinyl (PVA), polyvinyl pyrolidon, poly-
1,3-dioxolan, poly-1,3,6-trioxan, copolyme etylen/maleic anhydrit, poly (.beta.-axit
amin) (hodc homopolyme hodc copolyme ngdu nhién), poly(n-vinyl
pyrolidon)polyetylen glycol, propropylen glycol homopolyme (PPG) va polyakylen
oxit khac, copolyme polypropylen oxit/etylen oxit, axit colonic hodc polyme
polysacarit khéc, Ficoll hosic dextran va hdn hgp cliia ching. Dextran 1a polyme
polysacarit cia dudi don vi glucoza, duoc lién két chu yéu bang lién két al1-6. Dextran
c6 sin trén thi truong trong nhidu giéi han khéi lwong phan t, vi dy, tir khoang 1 kD

dén khoang 100 kD, hoic tir khoang 5, 10, 15 hodc 20 kD dén khoang 20, 30, 40, 50,
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60, 70, 80 hodc 90 kD. Polyme mach théng hodc mach nhanh duoc du tinh. Cac ché
phdm thu dugc ctia thé tiép hop co thé 1 gan nhu phan tan don hodic phan tan poly, va
c6 thé co khoang 0,5, 0,7, 1, 1,2, 1,5 hodc 2 géc polyme cho mdi chét tuong tu.

Theo mét s§ phuong 4n, chét twong trr glucagon duoc tiép hop véi gde wa nude
qua lién két cong hoa tri gitta mach bén cta axit amin ctia chit twong ty glucagon véi
gbc wa nude. Theo mot s phwong 4n, chit tvong tw glucagon dugc tiép hop voi gbc
ua nudc qua mach bén cla axit amin & vi tri 16, 17, 21, 24, hodc 29, vi tri & bén trong
doan kéo dai ddu tdn C, hodc axit amin dau tan C, hodc hdn hop cla céc vi tri nay.
Theo mdt sb khia canh, axit amin cong hod tri dugc lién két voi géc ua nudce (vi duy,
axit amin chira géc ua nudc) la Cys, Lys, Orn, homo-Cys, hoac Ac-Phe, va mach bén

cla axit amin duogc lién két cdng hoa tri vao géc ua nudce (vi dy, PEG).
Thé tiép hop: rPEG

Theo mdt s6 phuong an, thé tiép hop theo sang ché chira cht twong tw c6 hoat
tinh chit chu van glucagon va/hoic GLP-1 duoc dung hop véi chit tuong tw bd sung
ma c6 kha nang tao ra hinh dang kéo dai twong tu vé1 PEG hoa hoc (vi dy, phén ti
PEG t4i t6 hop (fPEG)), nhu céc chit dugc néu trong don sang ché quéc té s6 cong bd
W02009/023270 va don séng ché My sb cong bd US20080286808. Phan tir rPEG
theo mot s6 khia canh 13 polypeptit chira mdt hoic nhiéu glyxin, serin, axit glutamic,
axit aspartic, alanin, hodc prolin. Theo mdt s6 khia canh, rPEG la homopolyme, vi du,
poly-glyxin, poly-serin, poly-axit glutamic, poly-axit aspartic, poly-alanin, hodc poly-
prolin. Theo phuong an khac, rPEG chira hai loai axit ‘amin duoc ldp lai, vi dy,
poly(Gly-Ser), poly(Gly-Glu), poly(Gly-Ala), poly(Gly-Asp), poly(Gly-Pro),
poly(Ser-Glu), v.v.. Theo mot s6 khia canh, rPEG chira ba loai axit amin khéac nhau, vi
du, poly(Gly-Ser-Glu). Theo céc khia canh cu thé, rPEG lam ting thodi gian ban huy
ctia chét tuong tu chét chi van glucagon va/hosic GLP-1. Theo mot sb khia canh, rPEG
cb dién tich duong thuc hoac dién tich am thyc. rPEG theo mot s6 khia canh thiéu cAu
trac bac hai. Theo mot s6 phuong 4n, rPEG c¢6 chiéu dai 16n hon hoic bing 10 axit
amin va theo mot s6 phuwong 4n c6 chiéu dai 1a khoang 40 dén khoang 50 axit amin.
Peptit bd sung theo mot s6 khia canh dugc dung hop véi dau tAn N hodc C cua chit
tuong tu theo sang ché qua lién Kkét peptit hodc vi tri cit proteinaza, hodc dugc cai xen
vao vong cua chét tuong tu theo sang ché. rPEG theo mét s6 khia canh chita nhan 4i

luc hodc duoc lién két voi PEG ma 13 16n hon 5 kDa. Theo mdt sb phuong an, rPEG
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gitip chit tuong tu theo sang ché c6 ban kinh thuy dong luc hoc, thoi gian ban huy
trong huyét thanh, tinh khang proteaza ting, hoic kha ning hoa tan ting va theo mot

s6 khia canh lam cho chit twong tur c6 tinh mién dich giam.
Thé tiép hop: Multime

Sang ché con dé cap dén multime hodc dime ctia chét twong tu duoc boc 19
trong badn mo ta nay, gém homo- hodc hetero- multime hoic homo- hodc hetero- dime.
Hai hodc nhiu hon hai chit twong tu c6 thé dugc lién két v6i nhau bang cach sir dung
chat lién két va trinh tu tiéu chuin d4 biét voi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc
k¥ thuat nay. Vi du, dime c6 thé dugc tao thanh gitra hai peptit trong toan bd don séng
ché nay bing cach sir dung chét lién két ngang thiol hai chirc va chat lién két ngang
amin hai chirc, cu thé 1a d6i véi chit tuong tu ma dugc thé béng cac géc xystein, lysin
ornithin, homoxystein hodc axetyl phenylalanin. Pime c6 thé 13 homodime hoic theo
cach khac c6 thé 13 heterodime. Theo phuong 4n nhét dinh, lién két ndi hai (hoic nhiéu
hon) chit twong tu 1a PEG, vi du, 5 kDa PEG, 20 kDa PEG. Theo mét s6 phwong 4n,
lién két 1a lién két disulfua. Vi du, mbi monome ctia dime c6 thé chira gbc Cys (vi du,
Cys & dAu tan hodc ndm & bén trong) va nguyén tir luu huynh ctia mdi gde Cys tham
gia vao su tao thanh lién két disulfua. Theo mot sb khia canh, monome dugc ndi qua
axit amin dau tan (vi du, d4u tan N hodc dau tan C), thong qua axit amin & bén trong,
hoic théng qua axit amin ddu tdn cla it nhit mot monome va axit amin & bén trong
clia it nhAt mdt monome khac. Theo céc khia canh cu thé, monome khong duogc ndi
qua axit amin d4u tan N. Theo mot sd khia canh, monome ctia multime dugc gén véi
nhau theo hudng “dudi véi dudi” trong d6 axit amin diu tin C ctia m&i monome dugc
gén véi nhau. '

Duogc pham, sir dung va bo kit
Mubi

Theo mdt sb phuong én, chét tuong tu glucagon 1a ¢ dang mubi, vi du, mudi
duoc dung. Trong ban mé ta nay thuat ngit "mudi dugc dung" chi mudi ctia hop chit
ma gitt lai hoat tinh sinh hoc ctia hop chét bd me, va khong phai 1a khéng mong mudn
theo céch sinh hoc hodc khong mong mudn theo cach khac. Mudi nay co thé duoc diéu
ché in situ trong qua trinh tach va tinh ché cubi cling chit tuong tu, hogic duoc didu ché

riéng r& bang cach cho chirc bazo ty do phan umg véi axit thich hop. Nhidu hop chit
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dugc bde 10 trong ban mo ta nay c6 kha ndng tao thanh mudi axit va/hodc bazo do sy

c6 mdt cuia nhom amino va/hodc carboxyl hodc nhém tuong tu.

Mudi cdng axit dugc dung cod thé dugc didu ché tir axit vo co va hitu co. Mudi
cong axit tiéu biéu gdm, nhung khong gi6i han & axetat, adipat, alginat, xitrat, aspartat,
benzoat, benzensulfonat, bisulfat, natri bisulfat, butyrat, camphorat, camphor sulfonat,
digluconat, glyxerophosphat, hemisulfat, heptanoat, hexanoat, fumarat, hydroclorua,
hydrobromua, hydroiodua, 2-hydroxyetansulfonat (isothionat), lactat, maleat, metan
sulfonat, nicotinat, 2-naphtalen sulfonat, oxalat, palmitoat, pectinat, persulfat, 3-
phenylpropionat, picrat, pivalat, propionat, suxinat, sulfat, tartrat, thioxyanat,
phosphat, glutamat, bicacbonat, p-toluensulfonat, va undecanoat. Mudi ¢6 ngudn gbc
tir axit v6 co gdm axit clohydric, axit bromhydric, axit sulfuric, axit nitric, axit
phosphoric, va céc axit twong tur. Mudi c6 ngudn gbe tir axit hitu co gdm axit axetic,
axit trifloaxetic, axit propionic, axit glycolic, axit pyruvic, axit oxalic, axit malic, axit
malonic, axit suxinic, axit maleic, axit fumaric, axit tartaric, axit xitric, axit benzoic,
axit xinnamic, axit mandelic, axit metansulfonic, axit etansulfonic, axit p-toluen-
sulfonic, axit salixylic, va cac axit twong tu. Vi du v& axit ma c6 thé duoc st dung dé
tao thanh mubi cdng axit dugc dung gém, vi dy, axit v0 co, vi du, axit clohydric, axit
bromhydric, axit sulphuric, va axit phosphoric, va axit hitu co, vi dy, axit oxalic, axit

maleic, axit suxinic, va axit xitric.

Mudi cong bazo con c6 thé duge didu ché in situ trong qué trinh tach va tinh
ché cubi cling ngudn axit salixylic, hodc bang cich cho gbc chira axit carboxylic phan
ung voi bazo thich hop nhu hydroxit, cacbonat, hodc bicacbonat cta cation kim loai
dugc dung hodc v&i amoniac hodc amin hitu co bic mot, bac hai, hosic bac ba. Mubi
duoc dung gdm, nhung khéng gidi han &, cac cation gbc kim loai kiém hozc kim loai
kiém thd nhu mubi lithi, natri, kali, canxi, magie, va nhom, va céc chit tuong tu, va
cac cation amoniac va amin bac bdn khéng doc gém amoni, tetrametylamoni,
tetractylamoni, metylamoni, dimetylamoni, trimetylamoni, trietylamoni, dietylamoni,
va etylamoni, ciing véi céc chit khac. Amin hitu co tiéu biéu khac hitu dung d6i véi sy
tao thanh mudi cong bazo gém, vi dy, etylendiamin, etanolamin, dietanolamin,
piperidin, piperazin, va cac chit tuong tw. Mudi c6 ngudn gdc tir bazo hitu co gdm,

nhung khong gidi han &, mudi cua amin bac mot, bac hai va bac ba.
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Ngoai ra, nhém chira nito bazo c6 thé dugc tao thanh bac bdn bing chit twong
tu theo sang ché dudi dang céc alkyl bac thip halogenua nhu metyl, etyl, propyl, va
butyl clorua, bromua, va iodua; halogenua mach dai nhu dexyl, lauryl, myristyl, va
stearyl clorua, bromua, va iodua; arylalkyl halogenua nhu benzyl va phentyl bromua
va céc chét khac. Nho d6, thu duoc san phém tan dugc trong nudc hodc trong dau hoic

phén tan dugc.
Ché pham

Theo mot s& phuong 4n, dugc phidm dugc dé xuit trong d6 duge phim nay
chita chét tuong tu glucagon theo séng ché, hodc mudi duoc dung cua ching, va chét
mang dugc dung. Dugc phdm nay c6 thé chira thanh phan dugc dung bét ky, gdm, vi
du, chét axit hod, cht phu gia, chit hip thy, chit nd diy sol khi, chit thay thé khong
khi, chat alkal hod, chét chéng tao banh, chit chéng dong tu, chit bao quan khéang
khudn, chét chéng_oxy héa, chit khir tring, bazo, chét lién két, chit dém, chét chelat
hod, chét pht, chét tao mau, chét 1am kho, chit tiy rira, chit pha lodng, chét tiy ué,
chét phan rd, chét phén tan, chét tdng cudng hoa tan, thudc nhudm, chit 1am mém, chit
nhii hod, chit 1am 6n dinh nhii twong, chit don, chat tao mang, chét tdng cuong huong
vi, chét tao huong vi, chét tdng cuong tan chay, chét tao gel, chét tao hat, chit thAm
udt, chét bdi tron, chét két dinh nhiy, bazo md, thubc md, méi truong din thudc nhon,
bazo hitu co, bazo ngdm, sic tO, chat lam déo, chat danh boéng, chét bao quan, chét
cang hoa, cht thAm qua da, chét hoa tan, dung méi, chét 1am bn dinh, bazo thudc dan,
chét c6 hoat tinh bé mit, chit hoat dong bé mat, chét tao huyén phu, chét lam ngot,
chét tri liéu, chét 1am dic, chit bd, chét doc, chét lam tang do nhon, chét hép thu nuéc,

dong dung moi cé the trdn lan véi nude, chat lam mém nudce, hode chat tham uat.

Theo mot s& phuong 4n, dugc phdm chira thanh phan bit ky hoic hdn hop cta
cac thanh phin sau dy: acaxia, axesulfame kali, axetyltributyl xitrat, axetyltrietyl
xitrat, aga, albumin, rugu, rugu khit nudc, rugu bién tinh, ruogu lodng, axit aleuritic,
axit alginic, polyeste béo, alumina, nhém hydroxit, nhom stearat, amylopectin, o-
amyloza, axit ascorbic, ascorbyl palmitat, aspartam, nuéc kim vi khuén ding dé tiém,
bentonit, bentonit magma, benzalkoni clorua, benzethoni clorua, axit benzoic, rugu
benzyl, benzyl benzoat, bronopol, butylat hydroxyanisol, butylat hydroxytoluen,
butylparaben, butylparaben natri, canxi alginat, canxi ascorbat, canxi cacbonat, canxi

xyclamat, canxi phosphat dibazo khan, dibazo dehydrat canxi phosphat, tribazo canxi
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phosphat, canxi propionat, canxi silic oxit, canxi sorbat, canxi stearat, canxi sulfat,
canxi sulfat hemihydrat, diu hat cai diu, cacbome, cacbon dioxit, carboxymetyl
xenluloza canxi, carboxymetyl xenluloza natri, f-caroten, carrageenan, diu thau dau,
dAu thiu dau dugc hydro hod, sap nhii hoa cation, xenluloza axetat, xenluloza axetat
phtalat, etyl xenluloza, xenluloza vi tinh thé, xenluloza bét, xenluloza vi tinh thé duoc
silic hoa, natri carboxymetyl xenluloza, rugu cetostearyl, cetrimit, rugu xetyl,
clohexidin, clobutanol, clocrezol, cholesterol, clohexidin axetat, clohexidin gluconat,
clohexidin  hydroclorua, clodifloetan (HCFC), clodiflometan, cloflocacbon
(CFC)clophenoxyetanol, cloxylenol, chit rén sird ngii cbc, axit xitric khan, axit xitric
monohydrat, bo ca cao, chit tao mau, dau ngo, dau hat bdng, crezol, m-crezol, o-
crezol, p-crezol, croscarmelloza natri, crospovidon, axit xyclamic, xyclodextrin,
dextrat, dextrin, dextroza, dextroza khan, diazolidinyl ure, dibutyl phtalat, dibutyl
sebacat, dietanolamin, dietyl phtalat, difloetan (HFC), dimetyl-B-xyclodextrin, hgp
chit dang xyclodextrin nhu Captisol®, dimetyl ete, dimetyl phtalat, dikali edentat,
dinatri edentat, dinatri hydro phosphat, docusat canxi, docusat kali, docusat natri,
dodexyl galat, dodexyltrimetylamoni bromua, edentat canxi dinatri, axit edtic,
eglumin, rugu etyl, etylxenluloza, etyl galat, etyl laurat, etyl maltol, etyl oleat,
etylparaben, etylparaben kali, etylparaben natri, etyl vanillin, fructoza, dich long
fructoza, fructoza dugc nghién, fructoza khéng chira pyrogen, fructoza bdt, axit
fumaric, gelatin, glucoza, dich 1éng glucoza, hdn hop glyxerit ctia axit béo thuc vt no,
glyxerin, glyxeryl behenat, glyxeryl monooleat, glyxeryl monostearat, glyxeryl
monostearat ty nhii hod, glyxeryl palmitostearat, glyxin, glycol, glycofurol, gom guar,
heptaflopropan (HFC), hexadexyltrimetylamoni ‘bromua, sird fructoza bac cao,
albumin huyét thanh ctia nguoi, hydrocacbon (HC), axit clohydric lodng, dau thuc vat
duoc hydro hod, typ II, hydroxyetyl xenluloza, 2-hydroxyetyl-B-xyclodextrin,
hydroxypropyl xenluloza, hydroxypropyl xenluloza dugc thé thép, 2-hydroxypropyl-B-
xyclodextrin, hydroxypropyl metylxenluloza, hydroxypropyl metylxenluloza phtalat,
imidure, indigo carmin, chét trao @i ion, sét oxit, rugu isopropyl, isopropyl myristat,
isopropyl palmitat, nudc mubi déng treong, cao lanh, axit lactic, lactitol, lactoza,
lanolin, ruwou lanolin, lanolin khan, lexithin, magie nhom silic oxit, magie cacbonat,
binh thudong magie cacbonat, magie cacbonat khan, magie cacbonat hydroxit, magie

hydroxit, magie lauryl sulfat, magie oxit, magie silic oxit, magie stearat, magie trisilic
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oxit, magie trisilic oxit khan, axit malic, mach nha, maltitol, dung dich maltitol,
maltodextrin, maltol, maltoza, manitol, triglyxerit mach trung binh, meglumin,
menthol, metylxenluloza, metyl metacrylat, metyl oleat, metylparaben, metylparaben
kali, metylparaben natri, xenluloza vi tinh thé va carboxymetylxenluloza natri, diu
khoang, dau khoang nhe, dau khoang va rugu lanolin, diu, dau 6 liu, monoetanolamin,
montmorillonit, octyl galat, axit oleic, axit palmitic, parafin, dau lac, ddu mo, diu mé
vad ruou lanolin, men dwgc phim, phenol, phenol hoa léng, phenoxyetanol,
phenoxypropanol, rugu phenyletyl, phenylmercuric axetat, phenylmercuric borat,
phenylmercuric nitrat, polacrilin, polacrilin kali, poloxame, polydextroza, polyetylen
glycol, polyetylen oxit, polyacrylat, polyme khdi polyetylen-polyoxypropylen,
polymetacrylat, polyoxyetylen alkyl ete, din xuit ddu dau thau polyoxyetylen, este clia
polyoxyetylen sorbitol axit béo, polyoxyetylen stearat, rugu polyvinyl, polyvinyl
pyrolidon, kali alginat, kali benzoat, kali bicacbonat, kali bisulfit, kali clorua, kali
xitrat, kali xitrat khan, kali hydro phosphat, kali metabisulfit, mono bazo kali
phosphat, kali propionat, kali sorbat, povidon, propanol, axit propionic, propylen
cacbonat, propylen glycol, propylen glycol alginat, propyl galat, propylparaben,
propylparaben kali, propylparaben natri, protamin sulfat, ddu hat nho, dung dich
Ringer, sacarin, sacarin amoni, sacarin canxi, sacarin natri, diu rum, saponit, protein
huyét thanh, dau ving, silic oxit keo, keo silicon dioxit, natri alginat, natri ascorbat,
natri benzoat, natri bicacbonat, natri bisulfit, natri clorua, khan natri xitrat, natri xitrat
dehydrat, natri clorua, natri xyclamat, natri edentat, natri dodexyl sulfat, natri lauryl
sulfat, natri metabisulfit, natri phosphat, dibazo, natri phosphat, mono bazo, natri
phosphat, tribazo, natri propionat khan, natri propionat, natri sorbat, natri glycolat tinh
bot, natri stearyl fumarat, natri sulfit, axit sorbic, este sorbitan (este sorbitan béo),
sorbitol, dung dich sorbitol 70%, dau d4u tuong, sap spermaxeti, tinh bot, tinh bot ngd,
tinh bt khoai tay, tinh bdt dugc dong keo so bg, tinh bot ngd khir trung, axit stearic,
axit stearic dugc tinh ché, rugu stearyl, sucroza, dudong, duong nén duoc, dudng ding
dé lam keo, duodng hinh clu, dudng chuyén ddi, Sugartab, mau vang cam Sunset
Yellow FCF, parafin téng hop, bot talc, axit tartric, tartrazin, tetrafloetan (HFC), dau
theobroma, thimerosal, titan dioxit, alpha tocopherol, tocopheryl axetat, axit alpha
tocopheryl suxinat, beta-tocopherol, delta-tocopherol, gamma-tocopherol, tragacanth,

triaxetin, tributyl xitrat, trietanolamin, trietyl «xitrat, trimetyl-B-xyclodextrin,
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trimetyltetradexylamoni bromua, chit dém tris, trinatri edentat, vanillin, ddu thuc vat
dugc hydro hoé typ I, nude, nudc mém, nude cimg, nude khong chira cacbon dioxit,
nudc khong chira pyrogen, nuéc dé tiém, nuéc vé tring dé xong, nude vo tring dé
tiém, nudc vo trung dé tudi, sap, sép nhil hod anion, sap carnauba, sap nhil hoa cation,
sap xetyl este, sap vi tinh thé, sap nhii hoa khong ion, sap thuéc dan, sap tring, sép
vang, dau mo tréng, chéit béo len, gbm xantan, xylitol, zein, k€m propionat, mubi kém,
kém stearat, hoic ta duoc bét ky trong Handbook of Pharmaceutical Excipients, Third
Edition, A. H. Kibbe (Pharmaceutical Press, London, UK, 2000), ma dugc vién dan &
day chi nhim muc dich tham khéo. Remington’s Pharmaceutical Sciences, Sixteenth
Edition, E. W. Martin (Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1980), ma duoc vién dan &
day chi nhim muyc dich tham khao, boc 1§ cic thanh phan khac nhau duoc sit dung dé
tao ché phim hop phén duge dung va k¥ thuat diéu ché da biét ctia chung. Ngoai pham
vi ma chit thong thuong bit ky khong twong hop véi duge phim, viée sit dung ching
trong dugc phim dugc bao ham. Thanh phan hoat tinh bd sung ciing ¢6 thé dugc két
hop vao hop phin.

Theo mdt s6 phuwong 4n, (cac) thanh phan néu trén c6 thé c6 mat trong duogc
phdm & ham lugng bét ky, nhu, vi du, it nhit 13 A, trong d6 A 1a 0,0001% khéi
lwong/thé tich, 0,001% khéi lugng/thé tich, 0,01% khéi lwong/thé tich, 0,1% khi
luong/thé tich, 1% khéi lugng/thé tich, 2% khéi lugng/thé tich, 5% khdi luong/thé
tich, 10% khdi lugng/thé tich, 20% khdi lugng/thé tich, 30% khdi luong/thé tich, 40%
khéi lugng/thé tich, 50% khdi luong/thé tich, 60% khéi lwong/thé tich, 70% khdi
lugng/thé tich, 80% khdi luwgng/thé tich, hodc 90% khdi lwong/thé tich. Theo mot sb
phuong 4n, (cac) thanh phan néu trén c6 thé c6 mit trong duge phim & ham luong bat
ky, nhu, vi dy, nhiéu nhit 1a B, trong d6 B 1a 90% khéi luong/thé tich, 80% khbi
lwgng/thé tich, 70% khdi lugng/thé tich, 60% khéi lugng/thé tich, 50% khbi lwong/thé
tich, 40% khdi lugng/thé tich, 30% khdi lugng/thé tich, 20% khdi luong/thé tich, 10%
khéi lugng/thé tich, 5% khdi lwong/thé tich, 2% khdi luong/thé tich, 1% khéi
lwong/thé tich, 0,1% khdi lwong/thé tich, 0,001% khéi lugng/thé tich, hodc 0,0001%.
Theo phuong 4n khac, (cac) thanh phan néu trén cé thé 1a c6 mit trong duoc phim &
ham lugng bit ky trong gidi han, nhu, vi du tir khoang A dén khoang B. Theo mdt sb
phuong én, A 13 0,0001% va B 1a 90%.
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Duoc phém c6 thé duoc bao ché theo cong thire dé dat duoc do pH thich hop vé
mit sinh 1y. Theo mdt sé phwong 4n, d6 pH ciia dugc phim c6 thé 1a it nhét 5, it nhét
5,5, it nhat 6, it nhit 6,5, it nhét 7, it nhét 7,5, it nhét 8, it nhat 8,5, it nhit 9, it nhét 9,5,
it nhat 10, hodc it nhit 10,5 1én téi va bao gém ca pH=11, tity thudc vao ché phim va
duong ding. Theo phwong an nhét dinh, dugc phdm c6 thé chira chit dém d& dat duoc
d6 pH thich hop v& mit sinh ly. Chit dém c6 thé bao gdm hop chét bat ky c6 kha ning
tao d€m & d6 pH mong mudn nhu, vi du, dém phosphat (vi du, PBS), trietanolamin,
Tris, bixin, TAPS, trixin, HEPES, TES, MOPS, PIPES, cacodylat, MES, va céc chét
khac. Theo phuong 4n nhét dinh, ndng d6 ctia chit dém it nhat 13 0,5mM, it nhat 1a
1mM, it nhat 1a 5mM, it nhit 1a 10mM, it nhat 13 20mM, it nhat 13 30mM, it nhit la
40mM, it nhét 1a 50mM, it nhat 1a 60mM, it nhat 13 70mM, it nhat 13 80mM, it nhat 13
90mM, it nhit 1a 100mM, it nhat 1a 120mM, it nhat 13 150mM, hozc it nhat 1a 200mM.
Theo mdt sé phuong 4n, ndng d6 coa chdt dém khong 16n hon 300mM (vi du, nhiéu
nhét 1a 200mM, nhiéu nhit 13 100mM, nhiéu nhit 13 90mM, nhiéu nhit 13 80mM,
nhidu nhit 13 70mM, nhiéu nhit 1a 60mM, nhiéu nhat 13 50mM, nhiéu nhit 1 40mM,
nhidu nhét 12 30mM, nhiéu nhét 13 20mM, nhiéu nhit 1a 10mM, nhiéu nhit 13 5mM,
nhiéu nhét 1a 1mM).

Puong diung

Phan thao luin dudi diy vé duong dung chi nhim minh hoa cic phuong 4n vi

du va khong duoc hiéu 14 1am giéi han pham vi clia sing ché theo bat ky cach nao.

Ché phém thich hop dé ding qua duong miéng c6 thé chira (a) dung dich 1éng,
nhu luong hitu hi¢u cta chét twong tu theo sing ché duogc hoa tan trong chét pha
lodng, nhu nudc, nude mudi, hoic nudc cam ép; (b) vién nang, gbi, vién nén, vién
hinh thoi, va vién ngdm det, mdi vién chtta lugng dinh trude ctia thanh phén hoat tinh,
dudi dang chét rin hodc hat cdm; (c) bot; (d) hdn dich trong dich 1ong thich hop; va (e)
nhii tvong thich hop. Ché phim long c6 thé bao gém chét pha lodng, nhw nudc va
ruou, vi dy, etanol, rugu benzylic, va rugu polyetylen, hodc cd bd sung hoac khong bd
sung chét hoat dong bé mit duge dung. Dang vién nang c6 thé 1a & dang gelatin c¢6 vé
cung hodc mém thong thuong chira, vi duy, chit hoat dong bé mit, chét bdi tron, va
chit don tro, nhu lactoza, sucroza, canxi phosphat, va tinh bt ngd. Dang vién nén c6
thé bao gdm mét hoic nhiéu trong sd lactoza, sucroza, manitol, tinh bot ngo, tinh bot

khoai tdy, axit alginic, xenluloza vi tinh the€, acaxia, gelatin, gdbm guar, keo silicon
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dioxit, croscarmelloza natri, bt talc, magie stearat, canxi stearat, kém stearat, axit
stearic, va ta dugc khac, chit tao mau, chét pha lodng, chit dém, chét phén huy, chét
thAm w6t, chit bao quan, chét tao huong vi, va t4 dugc duge dung khéac. Dang vién
hinh thoi c¢6 thé chira chét trong tu theo sang ché trong huong vi, thudng 13 sucroza va
acaxia hoic tragacanth, cfing nhur vién ngdm chita chét twong tu theo sang ché trong
chét nén tro, nhu gelatin va glyxerin, hodc sucroza va acaxia, nhil tuong, gel, va cac

dang tuwong tur chira, ngoai ra, cac ta duge nhu da biét trong linh vuec.

Chét tuong tu theo séng ché, mot minh hoic & dang két hop véi thanh phﬁn
thich hop khac, c6 thé dugc phan phdi qua phdi va c6 thé dugce tao thanh ché phim sol
khi dé duoc sir dung bang cach xong. Cac ché pham sol khi c6 thé dugc dit vao chét
nd déy chép nhan dugc dugce nén, nhu diclodiflometan, propan, nito, va cac chét twon g
tw. Chung con ¢ thé duoc tao ché phém dudi dang duoc phém cho cac ché phém
khong nén, nhu trong 6ng phun hoic may phun. Ché phidm phun niy con c6 thé duoc
st dung dé phun niém mac. Theo mot sb phuong éan, chét twong tu dugc tao ché phﬁm
thanh hdn hop bdt hodc vao vi hat hosic hat nano. Ché phém diung qua duong phéi
thich hop 1a da biét trong linh vyc. Xem tai li¢u, vi dy, Qian et al., Int J Pharm 366:
218-220 (2009); Adjei and Garren, Pharmaceutical Research, 7(6): 565-569 (1990);
Kawashima et al., J Controlled Release 62(1-2): 279-287 (1999); Liu et al., Pharm Res
10 (2): 228-232 (1993); don sang ché qudc té& s§ cong bd WO 2007/133747 va WO
2007/141411.

Ché pham thich hop dé sir dung ngoai dudng tiéu héa gébm dung dich tiém vo
tring ding truong chira nudc va khong chita nudc, ma ¢ thé chira chét chéng oxy
ho4, chit dém, chit kim hdm vi khuin, va chit hoa tan ma lam cho ché phém déng
truong voi mau cua thé nhan du kién, va hdn dich v6 tring chira nudc va khong chira
nuéc ma cé thé bao gém chét tao huyén phu, chit lam tan, chit lam dic, chét 1am 6n
dinh, va chit bao quan. Thuét ngit "ngoai dudng tidu h6a" nghia 1a khong qua dudng
dinh dudng ma qua mot s6 duong khac nhu dudi da, trong co, trong cot séng, hodic
trong tinh mach. Chét tuong tu theo sdng ché co thé duogc st dung vé&i chit pha loéng
chép nhan dugc vé mit sinh 1y trong chit mang duoc dung, nhu dich long v6 tring
hodc hdn hop clia cac chat long, gdm nudc, nwée mudi, dextroza chira nudc va dung
dich duong lién quan, rugu, nhu etanol hodc ruou hexadexyl, glycol, nhu propylen

glycol hodc polyetylen glycol, dimetylsulfoxit, glyxerol, ketal nhu 2,2-dimetyl-153-
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dioxolan-4-metanol, ete, poly(etylenglycol) 400, dau, axit béo, este axit béo hoac
glyxerit, hoac chét hoat dong bé mit duge dung bd sung hodc khong bd sung glyxerit
axit béo dugc axetyl hod, nhu xa phong hodc chat sat tring, chét tao huyén phi, nhu
pectin, cacbome, | metylxenluloza, hydroxypropylmetylxenluloza, hodc

carboxymetylxenluloza, hodic chét nhii hod va chét bd tro khac.

Dau, ma c6 thé dugc sir dung trong ché phim dung ngoai duong tiéu hoa gébm
dau mo, dau dong vat, dau thuc vat, hodc dau tbng hop. Vi du cu thé vé& dau gém dau
lac, diu d4u nanh, du ving, dau hat bong, dau ngo, dau 6 liu, diu mo, va dau khoéng.
Axit béo thich hop d sir dung trong ché phdm ding ngoai dudng tiéu héa gdm axit
oleic, axit stearic va axit isostearic. Etyl oleat va isopropyl myristat 1 vi du vé este axit

béo thich hop.

Xa phong thich hgp dé str dung trong ché phdm ding ngoai dudng tiéu hoa gbm
mudi kim loai kiém béo, mudi amoni, va mudi trietanolamin, va chét téy rira thich hop
gdm (a) chit tiy rira cation nhu, vi du, dimetyl dialkyl amoni halogenua, va alkyl
pyridinium halogenua, (b) chit téy rira anion nhu, vi du, alkyl, aryl, va olefin sulfonat,
alkyl, olefin, ete, va monoglyxerit sulfat, va sulfosuxinat, (c) chét tiy rira khong ion
nhu, vi du, amin oxit béo, axit béo alkanolamit, va copolyme
polyoxyetylenpolypropylen, (d) chit tiy rta ludng tinh nhu, vi du, alkyl-B-

aminopropionat, va mudi amoni bac bon 2-alkyl-imidazolin, va (e) hdn hgp ctia chung.

Ché pham gbc c6 thé duoc trinh bay & trong db chita duge bit kin dang lidu don
vi hodc da liéu, nhu éng thudc tiém va lo nhé, va c6 thé duge bao quan & didu kién siy
thing hoa (dugc lam dong khd) chi cin bd sung ta duoc 16ng vo tring, vi dy, nudc, dé
tiém, ngay trudc khi stt dung. Dung dich va hdn dich tiém ché ngay luc ding c6 thé

duoc diéu ché tir loai bdt, hat cOm, va vién nén vo trung di biét trong linh vuec.

Ché phém tiém dugc 1a thugc pham vi cia sang ché. Yéu ciu vé chét mang
duoc dyng hitu hiéu ding cho hop phan tiém 13 da biét v6i nguoi c6 hiu biét trung
binh vé linh vuc ky thuat nay (Xem tai li€u, vi du, Pharmaceutics and Pharmacy
Practice, J. B. Lippincott Company, Philadelphia, PA, Banker and Chalmers, eds.,
pages 238-250 (1982), va ASHP Handbook on Injectable Drugs, Toissel, 4th ed.,
pages 622-630 (1986)).
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Ngoai ra, chit twong tu theo sdng ché c6 thé duoc tao thanh thudc dan dé dung
qua duong truc trang bang cach trén voi cac loai chit nén khac nhau, nhu chét nén nhii
ho4 hoc chit nén tan duoc trong nude. Ché phim thich hop dé ding qua am dao co
thé & dang thubc dit Am dao, nut thdm, kem, gel, bot nhdo, bot, hodc ché phdm phun
chita, ngoai thanh phéan hoat tinh, cic chit mang nhu da biét trong linh vuc khi thich
hop.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay hiéu rd ring, ngoai dugc
phim néu trén, chit tuong tu theo sdng ché c6 thé dugc tao ché phim dudi dang phirc
hé bao thé, nhur phirc hé bao thé xyclodextrin, hodc liposom.

Liéu ding

Chét twong tu theo sang ché dugc tin 13 hitu dung trong phuong phép didu tri
bénh hodc tinh trang bénh trong d6 c6 vai trd ctia co ché cha van thu thé glucagon, co
ché chi van thu thé GLP-1, hoic co ché déng cht van thy thé glucagon/thy thé GLP-1.
Nhim thuc hién muc dich ctia séng ché, lugng hodc lidu cta chét tuong tur theo sdng
ché dugc ding cin phai di dé c¢6 hiéu qua, vi du, dap tmg viée tri liéu hodc phong
bénh, & ddi tuong hoic dong vat trong khung thoi gian hop ly. Vi du, lidu dung cua
chét twong tu theo sang ché phai du dé kich thich sy tiét cAMP tir t& bao nhu néu trong
ban mé ta nay hoic du dé 1am giam mic glucoza trong méu, ham lugng chét béo, ham
lwong hép thu thirc dn, hoic can ning cta dong vat c6 vi, trong khoang thoi gian tir
khoang 1 dén 4 phut, 1 dén 4 gi® hodc 1 dén 4 tuln hodc 1au hon, vi dy, tir 5 dén 20
tudn hodc nhiéu tudn hon, tinh tir thdi gian ding thudc. Theo phwong 4n nhét dinh,
khoang thoi gian c6 thé tham chi 1a dai hon. Liéu lugng s& dugc xac dinh bing hiéu
qua ctia chit twong tu cu thé trong ban mo ta ndy va tinh trang bénh ctia déng vat (vi

du, nguoi), cling nhu can ndng cta dong vat (vi du, nguoi) can dugce diéu tri.

Nhiéu thir nghiém dé xéc dinh lidu dung 13 d3 biét trong linh vuc. Nhim dat
duoc muc dich néu trong ban md ta nay, thir nghiém, ma bao gém viée so sanh mirc do
giam lugng glucoza trong méau khi sir dung liéu xéc dinh cta chét twong ty theo sang
ché cho dong vat cé v trong sb cac dong vat cé vt ma mdi con vat dugc cho dung lidu
khéc nhau cia chét tuong tu, cé thé duoc st dung dé xac dinh liéu bit dau cin dung

cho dong vat ¢6 vi. Mitc d6 giam lugng glucoza trong mau khi diing liéu c6 thé duoc
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lam thir nghiém bing phuong phép di biét trong linh vuc, gdm, vi du, phuong phép

dugc néu trong ban mo6 ta nay dudi dang Vi du 4.

Lidu coa chét tuong tu theo séang ché s& con duge xac dinh boi sy tdn tai, ban
chit va mac do cua tic dung phu bét loi bat ky ma c6 thé di kém viée st dung chét
turong tu cu thé theo sang ché. Thong thudng, bac st tham gia s& quyét dinh lidu dung
clia chét tuong tu theo séng ché dé diéu tri cho mdi bénh nhén, xem xét dén nhiéu yéu
t8, nhu tudi tac, can ndng, tinh trang strc khée chung, ché d6 an, gidi tinh, chét tuong
tu duge st dung theo sing ché, dudng ding, va mirc d6 nghiém trong cia tinh trang
bénh duoc diéu tri. Bing cach iy vi du va khong nhim gidi han sang ché, lidu cta
chit tuong tu theo sang ché c6 thé nim trong khoang tir 0,0001 dén 1 g/kg can ning
ctia d6i tuong dugc didu tri/ngay, tir khoang 0,0001 dén 0,001 g/kg can ndng/ngay,
hoic khoang 0,01 mg dén 1 g/kg cin ning/ngay.

Theo mét sb phuong an, dugc phém chtra chét tuong tu bét ky duoc bbc 16
trong ban mo ta nay & mic do tinh khiét thich hgp dé str dung cho bénh nhén. Theo
mot s& phuong &n, cht trong tw c6 mirc d6 tinh khiét 13 it nhét khoang 90%, khoang
91%, khoang 92%, khoang 93%, khoang 94%, khoang 95%, khoang 96%, khoang
97%, khoang 98% hoic khoang 99%, va chét pha lodng, chit mang hodc t4 dugc duge
dung. Theo mot sb khia canh, dugc phdm chira chat twong tu theo sang ché & ndng do
it nhat 1 A, trong d6 A 1a khoang 0,001 mg/ml, khoang 0,01 mg/ml, khoang 0,1
mg/ml, khoang 0,5 mg/ml, khodng 1 mg/ml, khodng 2 mg/ml, khoang 3 mg/ml,
khoang 4 mg/ml, khoéng 5 mg/ml, khoang 6 mg/ml, khoang 7 mg/ml, khoang 8
mg/ml, khodng 9 mg/ml, khoang 10 mg/ml, khoang 11 mg/ml, khoang 12 mg/ml,
khoang 13 mg/ml, khodng 14 mg/ml, khodng 15 mg/ml, khoang 16 mg/ml, khoang 17
mg/ml, khoang 18 mg/ml, khodng 19 mg/ml, khoang 20 mg/ml, khoang 21 mg/ml,
khoang 22 mg/ml, khoang 23 mg/ml, khoang 24 mg/ml, khoang 25 mg/ml hodc cao
hon. Theo mét s& phuong 4n, dugc phim chira chit twong tu & ndng d6 nhidu nhét 1a
B, trong d6 B la khoang 30 mg/ml, khoang 25 mg/ml, khodng 24 mg/ml, khoang 23
mg/ml, khoang 22 mg/ml, khoang 21 mg/ml, khoang 20 mg/ml, khoang 19 mg/ml,
khoang 18 mg/ml, khoang 17 mg/ml, khoang 16 mg/ml, khoang 15 mg/ml, khoang 14
mg/ml, khoang 13 mg/ml, khodng 12 mg/ml, khoang 11 mg/ml, khodng 10 mg/ml,
khoang 9 mg/ml, khodng 8 mg/ml, khodng 7 mg/ml, khodng 6 mg/ml, khodng 5
mg/ml, khoang 4 mg/ml, khoang 3 mg/ml, khodng 2 mg/ml, khoang 1 mg/ml, hoic

-76-



24921

khoang 0,1 mg/ml. Theo mot s& phuong 4n, duoc phdm c6 thé chita chét twong tu &

khoang néng do tir A dén B mg/ml, vi du, khoang tir 0,001 dén 30,0 mg/ml.
Dang huéng dich

Ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay s& hiéu ring chit tuong
tu theo sang ché c6 thé dugc bién ddi theo nhidu cach, sao cho hidu qua tri li€u hoac
phong bénh ctia chét twong tur theo sang ché duoc ting 1én nho sy bién dbi nay. Vi dy,
chét tuong tur theo séng ché c6 thé duoc tiép hop hodc truc tiép hodc gian tiép thong
qua lién két véi gbc huéng dich. Viéc thuc hién tiép hop cic hop chét, vi du, chét
tuong tu glucagon dugce néu trong ban md ta ndy, voi cac gde hudng dich 1a da bibt
trong linh vyc. Xem, vi du, Wadhwa et al., J Drug Targeting, 3, 111-127 (1995) va
patent My s6 5,087,616. Thuat ngit "gdc hudng dich" trong ban mé ta nay, chi phan tir
bat ky hozic chat bat ky ma nhan dién va lién két dic hidu voi thy thé bé mat té bao,
sao cho gdc huéng dich huéng su chuyén chit twong tu theo séng ché dén quin thé 8
bao ma trén bé mit nay thu thé (thu thé glucagon, thu thé GLP-1) dugc bidu hién. Cac
gbc hudng dich bao gém, nhung khong gi6i han &, khang thé, hodc manh cua chung,
peptit, hormon, yéu td tdng trudng, xytokin, va cac phéi t&r tur nhién hodc khéng tu
nhién bit ky, ma lién két v6i thu thé bé mit t& bao (vi du, thu thé yéu t8 ting truong
biéu mé (EGFR), thu thé t& bao T (TCR), thu thé té bao B (BCR), CD28, thu thé yéu
t6 tang trudng c6 ngudn gbe tiéu ciu (PDGF), thu thé axetylcholin nicotin (nAChR),
v.v.). Trong ban mo ta nay "phan lién két" 12 lién két, phan tir hoic nhém phan tir ma
lién két hai thuc thé riéng biét v&i nhau. Cac phan lién két c6 thé tao ra khoang khong
gian t&i wu cta hai thuc thé hoic c6 thé cung cap thém lién két khong bén ma cho phép
hai thuc thé dugc tach riéng ra. Lién két khong bén bao gdm céc nhém cit duge bing
anh sang, cac gbc khong bén véi axit, cac gbc khong bén v6i bazo va nhém phan ct
duoc bing enzym. Thuat ngit "phan lién két" theo mot s& phuong 4n chi chit hodc
phan tir bt ky ma bic cau chét twong tu theo sang ché véi gbc hudng dich. Nguoi cb
hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thudt nay hiéu ring vi tri trén chét tuong tu theo
sang ché, ma khong cin thiét cho chirc ning cta chét twong tu theo sang ché, 1a vi tri
ly tuong dé gin phan lién két va/hoic gdc hudng dich, véi didu kién 14 phin lién két
va/hodc gdc hudng dich, khi dugc gin véi chat tuong tu theo sang ché, khong can
thiép vao chirc niing clia cht tuong tu theo sang ché, tirc 13, kha ning kich thich su tiét

cAMP tir t& bao, dé diéu tri bénh tiéu duong hodc ching béo phi.
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Ché phim giai phong c6 kiém soat

Theo céach khac, chét twong tu glucagon dwoc néu trong ban md ta nay cé thé
duoc bién dbi thanh dang nén, sao cho phuong thirc giai phéng chét twong tu theo sang
ché vao co thé bing cach sir dung chét nay duogc kiém soat vé thoi gian va vi tri trong
co thé (xem, vi du, patent M§ s6 4,450,150). Dang nén ctia chét twong tu theo sang ché
c6 thé 13, vi du, ché phim c6 thé ciy ghép chira chét tuong tw theo sang ché va vat liéu
xbp hodc khong xbp, nhur polyme, trong d6 chat twong tu theo sang ché dugc bao boi
hodc duoc khuéch tan qua vt lidu nay va/hodc su phan hiy vat liéu khong xbp. Sau
d6, nén dugc ciy vao vi tri mong mudn trong co thé va chat tuong tu theo sang ché

duoc giai phong tir vat cdy & tde do dinh trude.

Theo khia canh nhét dinh, duoc phém dugc bién ddi dé c6 kiéu profin giai
phéng in vivo. Theo mét sb khia canh, duge pham 14 ché phim giai phéng tirc thi, giai
phong c6 kiém soét, giai phong duy tri, giai phong kéo dai, giai phéng mudn, hoic giai
phéng hai pha. Phuong phép tao ché pham peptit dé giai phong c6 kiém soat 1a da biét
trong linh vyc. Xem tai li€u, vi du, Qian et al., J Pharm 374: 46-52 (2009) va don sang
ché quéc té s6 cong bd WO 2008/130158, W02004/033036; WO2000/032218; va WO
1999/040942.

Céc ché phdm ding ngay c6 thé con chira, vi du, mixen hoic liposom, hogic mot
sé dang dugc bao khac, hodc c6 thé dugc sir dung & dang giai phong kéo dai dé thu
duoc tac dung bao quan va/hodc phan phéi kéo dai. Duoc phém duoc boc 16 c6 thé
duoc st dung theo ché d bat ky gdm, vi du, hang ngdy (1 1An mot ngay, 2 1an mot
ngdy, 3 1an mot ngay, 4 1An mot ngay, 5 1An mot ngay, 6 1an mot ngay), hai ngay mot
1dn, ba ngay mot 1an, bdn ngay mét 1an, nim ngiy mot 14n, sdu ngay mét 14n, hang

tudn, hai tun mot 14n, ba tudn mot 1n, hang thang, hodc hai thdng mot lan.
Dang két hop

Chét twong tu glucagon dugc néu trong ban mo ta nay c6 thé duge sir dung mot
minh hodc & dang két hop véi chét tri liéu khac ma nhim dé diéu tri hodic ngén nglra
bénh hoic tinh trang bénh bét ky dwoc néu trong ban md ta ndy. Vi dy, chit tuong ty
glucagon dugc néu trong ban mo ta nay co thé duoc ding cling véi (ddng thoi hodc ndi
tiép) chét chéng tidu dudng hodc chit chdng béo phi. Chét chdng tiéu duong da biét
trong linh vyc hodc dang dugc nghién ctru gdm insulin, leptin, peptit YY (PYY), peptit
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tuy (PP), yéu td ting truéng nguyén bao soi 21 (FGF21), céc chit chi van thu thé
Y2Y4, sulfonylure, nhu tolbutamit (orinaza), axetohexamit (Dymelor), tolazamit
(Tolinase), clopropamit (Diabinese), glipizit (Glucotrol), glyburit (Diabeta, Micronase,
Glynase), glimepirit (Amaryl), hodc gliclazit (Diamicron); meglitinit, nhu repaglinit
(Prandin) hodc nateglinit (Starlix); biguanit nhu metformin (Glucophage) hoac
phenformin; thiazolidindion nhu rosiglitazon (Avandia), pioglitazon (Actos), hodc
troglitazon (Rezulin), hodc chit &c ché PPARy khéc; chit tc ché alpha glucosidaza ma
trc ché su phan cét hydratcacbon, nhu miglitol (Glyset), acarboza (Precose/Glucobay);
exenatit (Byetta) hosic pramlintit; chat tc ché dipeptidyl peptidaza-4 (DPP-4) nhu
vildagliptin hozc sitagliptin; chit ¢ ché SGLT (chat van chuyén glucoza phu thudc
natri 1); chét hoat hoa glucokinaza (GKA); chat d6i khang thu thé glucagon (GRA);
hodic chat Grc ché FBPaza (fructoza 1,6-bisphosphataza).

Chét ,chéng béo phi da biét trong linh vuc hodc dang dugc nghién clru gém chét
trc ché su ngon miéng, gdm chét kich thich loai phenetylamin, phentermin (tiy y véi
fenfluramin hodc dexfenfluramin), dietylpropion (Tenuate®), phendimetrazin (Prelu-
2®, Bontril®), 'benzphetamin (Didrex®), sibutramin (Meridia®, Reductil®);
rimonabant (Acomplia®), chét_déi khang thu thé cannabinoit khic; oxyntomodulin;
fluoxetin hydroclorua (Prozac); Qnexa (topiramat va phentermin), Excalia (bupropion
va zonisamit) hodc Contrave (bupropion va naltrexon); hodc chét {rc ché lipaza, tuong

tu v6i XENICAL (Orlistat) hodc Cetilistat (con goi 1a ATL-962), hodc GT 389-255.

Peptit dugc néu trong ban md ta niy theo mot s6 phuong 4n dwoc ding cing
v6i chét dé didu tri bénh gan nhidm m& khéng do rugu hosic NASH. Céc chat dugc sir
dung dé diéu tri bénh gan nhiém m& khong do ruou gbm axit ursodeoxycholic (a.k.a.,
Actigall, URSO, va Ursodiol), Metformin (Glucophage), rosiglitazon (Avandia),
Clofibrat, Gemfibrozil, Polymixin B va Betain.

Peptit duoc néu trong ban md ti nay theo mot sé phuong 4n dugc ding ciing
véi chit dé diéu tri bénh thoai héa than kinh, vi du, bénh Parkinson. Ngoai ra, chit
chéng bénh Parkinson 13 da biét trong linh vuc va gém, nhung khéng giéi han 6,
levodopa, carbidopa, chit chéng tiét cholin, bromocriptin, pramipexol, va ropinirol,

amantadin va rasagilin.
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Trong phin trén ddy, sang ché ciing d& xuit dugc pham va bd kit con chira thém
mot trong sb cac chit tri liéu khac. Chét tri lidu khac c6 thé duoc sir dung ddng thoi
hodc ndi tiép véi chét twong tu theo sang ché. Theo mot s6 khia canh, chét tuong tu
duoc st dung trudce chét tri liéu khac, trong khi theo khia canh khéc, chét tuong tu

dugc st dung sau chét tri liéu khac.
Str dung

Puoc du dinh ring chit tuong tu glucagon dugc néu trong ban mo ta nay va
duoc phém lién quan 14 hitu dung dé diéu tri bénh hoic tinh trang bénh, trong d6 vi duy,
su thiéu hoat tinh & thu thé glucagon, thu thé GLP-1, hoic ca hai thy thé, 1a yéu té ¢
giai doan khoi phat va/hodc tién trién cta bénh hoic tinh trang bénh. Theo do, sang
ché mé ta phuong phéap didu tri hodc ngin nglra bénh hoic tinh trang bénh & bénh
nhan, trong d6 bénh hodc tinh trang bénh 1a bénh cé tinh trang thiu su hoat hoa thu
th GLP-1 va/hodc su hoat hod thu thé glucagon 14 cé li€n quan dén sy khoi phat
va/hodc su tién trién cia bénh c6 tinh trang nay. Phuong phéap bao gdm budc cung cép
cho bénh nhén chét twong tu bt ky dugc néu trong ban md ta nay & lugng hitu hiéu dé

diéu tri hodc ngin ngira bénh hoic tinh trang bénh.

Theo mdt sd phuong an, bénh hodc tinh trang bénh la hdi chimg chuyén hoa.
Hoi chimg chuyén hod, con goi 14 hoi ching chuyén hoa X, hoi ching khang insulin
hay hoi chimg Reaven, 14 18i loan dnh huéng téi hon 50 triéu ngudi M§. Hoi chimg
chuyén hoa thuong dic trung & sw hgp nhém ciia it nhét ba hogc nhiéu hon ba trong s6
cac yéu t6 nguy co sau: (1) chimg béo bung (m6 m& du thira & xung quanh bung), (2)
chtng rbi loan chuyén hoa m& gay ra chimg xo vita dong mach (r6i loan m& mau gdm
triglyxerit cao, HDL cholesterol thip va LDL cholesterol cao ma 1am ting su tich luy
clia mang bam trong thanh dong mach), (3) huyét 4p cao, (4) tinh khang insulin hoic
khong dung nap glucoza, (5) trang thai prothrombotic (vi dy, chét trc ché chét hoat hoa
fibrinogen hodc plasminogen-1 trong méu cao), va (6) tinh trang tién viém (vi duy,
protein phan tng C ting trong mau trong mau). Cac yéu t6 nguy co khic c6 thé bao

gom su 140 hda, sy mat can bang hormon va bam chat di truyén.

Hoi chimg chuyén hod c6 lién quan dén nguy co mac bénh tim dong mach vanh
tdng va rbi loan khac lién quan dén sy tich luj clia mang bam mach, nhu chimg dot

quy va bénh mach ngoai vi, dugc goi 1a bénh tim mach do xo vita dong mach
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(ASCVD). Bénh nhan méc h¢i chimg chuyén hoé c6 thé tién trién tir trang thai khang
insulin trong giai doan sém ctia né thanh bénh tiéu dwong typ II phat trién manh véi
nguy co mic ASCVD ting. Khong bi gi6i han bai ly thuyét bit ky, mdi lién hé gitta
tinh khéng insulin, hoi chimg chuyén hoa v&i bénh vé& mach c6 thé bao gdm mét hoic
nhiéu co ché gdy bénh déng thoi gém su gidn mach dugc kich thich boi insulin suy
yéu, su giam tinh c6 sdn NO lién quan dén tinh khang insulin do strc ép oxy hoa ting,
va su bat thuong trong hormon c6 ngudn gdc té bao tao m& nhu adiponectin (Lteif and

Mather, Can. J. Cardiol. 20 (suppl. B):66B-76B (2004)).

Theo Bang didu tri cho ngudi trudng thanh theo chuong trinh gido duc
cholesterol quéc gia 2001 (2001 National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel (ATP III), dic diém bit ky trong s6 ba dic diém sau day ¢ cung mot
ca thé d4p tmg tidu chuln ctia hdi chimg chuyén hoa: (a) chimg béo bung (vong eo
vuot qua 102cm & nam va vuot qua 88cm & nit); (b) triglyxerit trong huyét thanh (150
mg/dl hodc cao hon); (¢) HDL cholesterol (40 mg/dl hodc thép hon & nam va 50 mg/dl
hoic thap hon & nit); (d) huyét &p (130/85 hodic cao hon); va (e) glucoza trong mau khi
d6i (110 mg/dl hodc cao hon). Theo T chirc Y t& Thé giéi (WHO), ca thé c6 ham
luong insulin cao (glucoza trong mau khi déi ting hodc chi glucoza sau bita 4n ting
mdt) voi it nhit hai tidu chuén sau ddy dép tng tiéu chuin ctia hoi chimg chuyén hoa:
(a) chimg béo bung (ty 1& vong eo so v6i vong hong 16m hon 0,9, chi sb khéi co thé it
nhét 1a 30 kg/mz, hoic s6 do vong eo vuot qua 37 inxo (94cm)); (b) bang cholesterol
thé hién ham lugng triglyxerit it nhat 1a 150 mg/dl hoic HDL cholesterol thdp hon 35
mg/dl; (c) huyét &p 1a 140/90 hozc cao hon, hogc khi diéu tri huyét 4p cao). (Mathur,
Ruchi, “Metabolic Syndrome,” ed. Shiel, Jr., William C., MedicineNet.com, May 11,
2009).

Nhim dat dugc muc dich néu trong ban mo ta nay, néu c4 thé dap Uing mot
trong hai ti€u chudn hodc ca hai tiéu chuén dit ra boi Bang diéu tri cho nguoi trudng
thanh theo chuong trinh gido duc cholesterol quéc gia 2001 (2001 National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel) hoic WHO, c4 thé dé duoc

coi 1a bi méac héi chiig chuyén hoa.

Khéng bi gi¢i han bai 1y thuyét cu thé bét ky, peptit dugc néu trong ban mo ta
ndy 1a hitu dung dé diéu tri hoi chimg chuyén hoa. Vi vay, sang ché mé ta phuong

phap ngan nglra hodc diéu tri hoi chimg chuyén hod, hodc 1am giam mét, hai, ba hodc
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nhiu hon ba yéu t6 nguy co ciia chiing, ¢ d6i tuong, bao gdm budc cung cip cho dbi
tuong chét twong tu duge néu trong ban mo ta ndy & lugng hitu hidu dé ngan ngira

hodc di€u tri hdi ching chuyén ho4, hodc yéu to nguy co cua ching.

Theo mdt s6 phuong an, phuong phap néu trén didu tri tinh trang bénh ting
glucoza huyét. Theo cac khia canh ndy, tinh trang bénh ting glucoza huyét 14 bénh tiéu
duong, bénh tidu dudng typ I, bénh tiéu dudng typ II, hodc bénh tiéu dwong thoi ky
thai nghén, phy thudc insulin hodc khong phu thudc insulin. Theo mot s6 khia canh,
phuong phép néu trén didu tri tinh trang bénh ting glucoza huyét bing cach lam giam
mdt hodc nhidu bién chung cia bénh tidu duong gdm bénh than, bénh mang ludi va

bénh mach.

Theo mdt sb khia canh, bénh hodc tinh trang bénh 1a chimg béo phi. Theo mét
s6 khia canh, chung béo phi 13 chirng béo phi do thudc gy ra. Theo mdt sé khia canh,
phuong phép néu trén diéu tri chimg béo phi bang cach ngin ngira hoic 1am giam su
ting cin hodc lam ting sy giam trong lugng & bénh nhan. Theo mot s6 khia canh,
phuong phéap néu trén didu tri chimg béo phi bing cach lam giam sy ngon miéng, lam
giam sy hép thu thic an, 1am giam ham lugng chit béo & bénh nhén, hoic 1am gidm

tdc d6 van chuyén thtrc &n qua hé da day-rudt.

Vi chitng béo phi c6 lién quan dén sy khoi phét hodc su tién trién ciia céc bénh
khac, phuong phap diéu tri chimg béo phi con hitu dung trong phuong phap lam giam
céc bién chung c6 lién quan dén ching béo phi gdm bénh vé& mach (bénh déng mach
vanh, chimg d6t quy, bénh mach ngoai vi, ton thuong tai déy mau do thiéu mau cuc
b, v.v.), chimg ting huyét ap, su khoi phat cta bénh tiéu dudng typ II, chimg ting
lipit huyét va bénh co xuong. Vi viy, sing ché mé ta phuong phap didu tri hoic ngin

ngira bién ching lién quan dén chiing béo phi.

Theo mot sb phuong én, bénh hodc tinh trang bénh 1a bénh gan nhiém md
khong do ruou (NAFLD). NAFLD 14 phé rong ctia bénh gan bao gdm tir gan nhién m&
don gian (chimg nhiém md), dén bénh viém gan do m& khong do ruou (NASH), dén
bénh xo gan (su tao seo ting cudng, khong thé dao ngugc cia gan). Tit ca cic giai
doan ctia NAFLD thuong c6 su tich lu§ ctia chit béo (su xAm nhap chit béo) trong cac
té bao gan. Gan nhién m& don gian 12 sy tich luy bat thuong ctia mot loai chit béo nhat

dinh, triglyxerit, trong té bao gan khi khong xudt hién viém hodc tao seo. Trong
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NASH, su tich lu§ chit béo c6 lién quan dén mirc d6 khéc nhau ctia chimg viém (bénh
viém gan) va su tao seo (chimg xo héa) ctia gan. Té bao viém c6 thé pha hiy té bao
gan (su hoai tr t€ bao gan). Trong cac thuat ngit "bénh viém gan do m&" va "su hoai tit
md", md dung dé chi sy x4m nhap chét béo, bénh viém gan chi chimg viém & trong
gan, va hoai tir chi su pha huy t& bao gan. NASH cudi ciing c6 thé din dén su tao seo
cta gan (chung xo hoa) va sau d6 la su tao seo ting cuong, khong thé dao nguoc (bénh
x0 gan). Bénh xo gan do NASH gay ra la giai doan cubi cling va nghiém trong nhat
trong phd NAFLD. (Mendler, Michel, “Fatty Liver: Nonalcoholic Fatty Liver Disease
(NAFLD) and Nonalcoholic Steatohepatitis (NASH),” ed. Schoenfield, Leslie J.,
MedicineNet.com, August 29, 2005).

Bénh gan do rugu, hodc bénh gan bi kich g bdi ruou, bao gém ba bénh gan
khéac nhau theo bénh hoc li€n quan dén hoic gay ra bdi su hép thu ruou qua muc: gan
nhiém m& (chttng nhifm md), bénh viém gan man tinh hodc cAp tinh, va bénh xo gan.
Bénh viém gan do ruwou c6 thé 14 tir bénh viém gan nhe, v6i thir nghiém trong phong
thi nghiém bét thuong 14 chi bio duy nhét vé bénh, dén rdi loan chirc ning gan nghiém
trong ¢ bién ching nhu bénh vang da (da vang gy ra do sy giit lai bilirubin), bénh
ndo do gan (su rdi loan chirc ning than kinh gay ra béi sy hu hong gan), c¢b trudng (su
tich lu¥ dich long trong bung), chimg gifn tinh mach thuc quan chay mau (tinh mach
bi gidn trong thuc quan), su dong tu mau bét thuong va hon mé. V& mit mé hoc, bénh
viém gan do rugu ¢6 dic diém bé ngoai véi sy thodi hod phdng cing cua t& bao gan,
ching viém v&i bach cau trung tinh va ddi khi c6 céc thé Mallory (su két tu bat thuong
clia protein soi chét trung gian t€ bao). Bénh xo gan dugc dic trung vé mit gidi phiu
bdi cuc u nho lan rong trong gan két hop véi ching xo héa. (Worman, Howard J.,

“Alcoholic Liver Disease”, Columbia University Medical Center website).

Khéng bi gi6i han boi Iy thuyét cu thé bat ky, chit tvong tu duge néu trong ban
mo ta nady la hitu dung dé diéu tri bénh gan do ruou, NAFLD, hogc giai doan bat ky
cua chung, gém, vi dy, chimg nhiém m&, bénh viém gan do md, bénh viém gan, chimg
viém gan, NASH, bénh xo gan, hodc bién chimg cua ching. Vi vy, sang ché mb ta
phuong phap ngén nglra hodc diéu tri bénh gan do ruou, NAFLD, hoic giai doan bét
ky cta ching, & d6i tuong bao gdm budc cung cAp cho d6i tuong chét tuong tur dugc
néu trong ban md ta ndy & lugng hitu hiéu d& ngan ngira hodc didu tri bénh gan do

rugu, NAFLD, hodc giai doan cta ching. Phuong phap didu tri nay bao gém viéc lam
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giam mét, hai, ba hodc nhidu hon ba yéu té sau: lugng m& & gan, pham vi tic dong
hoic su tién trién cia bénh xo gan, pham vi tac dong cia ung thu biéu mé té bao gan,
ddu hiéu cta chimg viém, vi du, mic enzym & gan bat thuong (vi du, aspartat
aminotransferaza AST va/hodc alanin aminotransferaza ALT, hodc LDH), ferritin
trong huyét thanh ting, bilirubin trong huyét thanh ting, va/hosc ddu higu ctia chimg
x0 héa, vi du, mtc TGF-beta ting. Theo cac phuong &dn dugc uu tién, peptit dugc s
dung dé diéu tri cho bénh nhan méc bénh gan nhiém m& don gian da tién trién (ching
nhi®m m&) va c6 déu hiéu viém hodic viém gan. Phuong phap nay c6 thé din dén, vi

du, viéc giam mitc AST va/hodc ALT.

GLP-1 va exendin-4 da dugc thé hién 14 c6 tac dung bao vé than kinh nhét dinh.
Séang ché con md ta viéce st dung chit tuong tw glucagon dugc néu trong ban mo ta nay
trong viéc diéu tri bénh thoai hoa than kinh, bao gdm nhung khéng gi6i han & bénh
Alzheimer, bénh Parkinson, bénh da xo cling, bénh xo cing phén bén teo co, rdi loan
li€n quan dén sy mét myelin khac, bénh sa sut tri tué tudi gia, bénh sa sut tri tu¢ dudi
vo, bénh sa sut tri tué xo cing dong mach, bénh sa st tri tu¢ li€n quan dén bénh
SIDA, hoiic bénh sa sut tri tué khac, ung thu hé than kinh trung wong, t6n thuwong no
do chin thuong, t6n thuong tuy sdng, ching dot quy hodc ching thiéu méau cuc bd
ndo, viém mach ndo, bénh dong kinh, bénh Huntington, hdi chiimg ching Tourette, hoi
chimg Guillain Barre, bénh Wilson, bénh Pick, r6i loan viém than kinh, viém néo,
bénh viém ndo va diy cot séng hodc bénh viém mang ndo c6 ngudn gbc virut, nim
hodc vi khudn, hoic bénh nhiém khudn hé thin kinh trung wong khac, bénh prion, su
mét didu hoa tiéu ndo, su thoai ho4 tiéu nio, hoi ching thoai hod tuy séng tiéu ndo, su
mét didu hoa Friedreichs, chimg giin mao mach mat diéu hoa, loan dinh dudng co tuy
séng, chung li€t trén nhén tién triéri, roi loan treong luc, tinh frang co cung co, tinh
trang chay, su nhidm séc 6 vOng mac, sy thoai hoa chit x4m c6 van, bénh nio-co ty
thé, sy tich trit bat thuong séc t6 béo xeroit & noron, bénh ndo gan, bénh nio thin,
bénh ndo chuyén hoa, bénh v& nio do doc t& gay ra, va ton thuong ndo do biic xa giy
ra.

Theo mot s& phuong 4n, bénh hoic tinh trang bénh la chimg ting glucoza
huyét. Theo mot sb phuong an, bénh nhan 13 bénh nhan méc bénh tiéu dudng va chung
tang glucoza huyét gy ra bdi viéc stt dung insulin. Theo céc khia canh cu thé, phuong

phép bao gdm budc cung cép chét tuong tu theo sang ché & dang két hop véi insulin
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sao cho chét twong ty dém cho tac dung gidm glucoza huyét ctia viéc st dung vién

thuodc insulin.

Theo mét s6 phuong 4n, chit tuong trr glucagon duoc sir dung két hop vai viée
st dung chit dinh dudng ngoai dudng tiéu héa cho bénh nhan khéng méc bénh tidu
dudng theo sap dit bénh vién, vi du, cho bénh nhén tiép nhan chit dinh dudng ngoai
dudng tiéu hoa hodc toan bd chat dinh dudng ngoai dudng tidu héa. Vi du khong lam
gidi han sang ché gdm bénh nhan phiu thuat, bénh nhan hon mé, bénh nhan méic bénh
duong ti€u hod, hodc mét chuc ning duong da day-rudt (vi du do su cét bo béng phiu
thuat, kha nang hép thu bi phong bé hoiic suy yéu, bénh Crohn, viém loét dai trang, su
can tré duong da day-rudt, 16 ro dudng da day-rudt, viem tuy cép tinh, bénh rudt thiéu
mau cuc bd, phau thut da day-rudt chu yéu, di thuong duong da day-rudt bam sinh,
bénh ti€u chady kéo dai, hodc hdi ching rudt ngén do phAu thuét, bénh nhan bj sdc, va
bénh nhin dang trong qua trinh lanh vét thuong thuong tiép nhan viéc ding
hydratcacbon ngoai dudng tiéu héa cling v6i cic hdn hop khéac nhau cua lipit, chit
dién phan, chit khoang, vitamin va axit amin. Chit tuong tu glucagon va ché phim
dinh dudng dung ngoai dudng tiéu héa c6 thé duoc sir dung ddng thoi, & cac thoi diém
khac nhau, trude, hoic sau nhau, v6i diéu kién 13 chét twong tu glucagon giy ra tic
dung sinh hoc mong mudn & thoi diém ché phim dinh dudng ding ngoai dudng tiéu
hoa dang dugc tiéu hod. Vi du, chdt dinh dudng ding ngoai dudng tiéu hoéa c6 thé
duoc st dung, 1, 2 hogc 3 14n mdi ngay, trong khi chit twong tu glucagon dugc st
dung khi hai ngay mdt 14n, ba 14n mot tudn, hai 1dn mot tudn, mot 1dn mot tudn, 2 tudn

mdt 1an, 3 tuan mdt 1an, hodc mdt thang mot 1an.

Trong ban mé ta ndy, thudt ngit "diéu tri" va "ngin nglra" cling nhu céc tir bét
ngudn tir né, khong nhat thiét phai ngu y 1a didu tri hosc ngin ngira 100% hozic hoan
toan. Hon nita, c6 cac muc do diéu tri hodc ngédn ngua khac nhau ma nguoi ¢ hiéu
biét trung binh vé linh vuc k¥ thudt ndy nhan biét 13 c¢6 loi ich hodc tac dung tri liéu
tidm tang. V& mit nay, phuong phép theo sang ché c6 thé tao ra lwong bat ky ctia mirc
d6 bat ky cuia viec diéu tri hoic ngan nglra bénh hodc tinh trang bénh & dong véat cé vu.
Ngoai ra, viéc diéu tri hogic ngin nglra bing phuong phap nay c6 thé bao gdm didu tri
hodc ngan nglra mgt hodc nhiéu tinh trang bénh hoic triéu ching ctia bénh hoic tinh
trang bénh. Vi du, dbi v&i phuong phép diéu tri chimg béo phi, phuong phép theo mot

sb phuong an, dat dugc su giam kha ning hép thu thire &n hodc lvgng m& & bénh nhan.
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Ngoai ra, nhim dat duge muc dich néu trong ban mé ta nay, "sw ngin ngira" ¢ thé bao
ham viéc 1am tr& thoi diém khoi phét bénh, hodc tri¢u ching hodc tinh trang bénh clia

ching.

Déi v6i phuong phép didu tri néu trén, bénh nhéan 14 vat chu bét ky. Theo mot
s6 phuong an, vat chu la dong vét c6 vu. Trong ban mod ta nay, thuat ngir “dong vat céd
vi” chi dong vat c6 xuong séng bAt ky thudc 16p dong vét c6 va, bao gém nhung
khong gidi han &, dong vét don huyét, thi c6 tui, va thi cé nhau (placental taxas) bit
ky. Theo mét sb phuong 4n, dong vat c6 vii 1a mot trong sé cac dong vat c6 vii thude
b6 Gim nhdm (Rodentia), nhur chudt va chudt déng, va dong vat c6 v thude bd Thd
(Logomorpha), nhu thd. Theo phuong 4n nhit dinh, dong vét c6 vi 1a tir bo An thit
(Carnivora), gdm loai méo (Felines) va loai ché (Canines). Theo phuong 4n nhit dinh,
dong vat c6 vi 1a tir bd Gude chin (Artiodactyla), gdm bod va lon hodc bd Guéc 1é
(Perssodactyla), gém ngua. _Trong mdt sb vi du, dong vat c6 vu thudc bo Linh truéng
(Primates), Ceboid, hodc Simoid (khi) hodc bd Anthropoids (ngudi va khi). Theo
phuong 4n cu thé, dong vat ¢6 vi la ngudi.

B& kit

Chat tuong tu glucagon trong ban mé ta nay c6 thé dugc dé xuét theo mot
phuong an dudi dang mdt phﬁn ctia bo kit. Vi vay, theo mot s6 phuong 4n, bd kit dé st
dung chét tuong tu glucagon, vi du, peptit chit chi van glucagon, cho bénh nhan trong
cin chiing duoc @& xuét trong d6 bd kit chira chét twong tur glucagon nhu néu trong ban
mo ta nay.

Theo mdt phuong an, bd kit dugc dé xudt co thiét bi dé su dung ché phém
glucagon cho bénh nhén, vi dy, kim tiém, dung cu dang but, dung cu tiém cé voi hodc
dung cu tiém khong c6 kim khac. Bo kit c6 thé theo cach khac hodc con bao gdbm mot
hozc nhiéu db chua, vi dy, lo nho, éng, chai, xy lanh d3 dugc d6 ddy s&n mot hodc
nhiéu ngin, hdp chira, bom truyén (bén ngoai hodc ciy ghép dugc), dung cu tiém cé
voi, dung cu dang but da dugc lam déy trude va cac dung cu tuong tu, tiy y chira chét
tuong tu glucagon & dang dong kho hodc trong dung dich chira nude. Bo kit theo mot
s6 phuong an chtra huéng dan sit dung. Theo mdt phuong 4n, thiét bi cta bo kit 1a

thiét bi phan tan sol khi, trong d6 ché pham dugc dong goi trudce trong thiét bi sol khi.

-86-



24921

Theo phuong an khac, b kit chtta xy lanh va kim, va theo mot phuong 4n, duoc phdm

glucagon vo trung dugc doéng gdi trude trong xy lanh.

Céc vi dy sau day duge dua ra chi dé minh hoa cho sdng ché va khong lam gidi

han pham vi cua né.

Vi du thye hién sang ché

Vidul

Tbng hop manh peptit ctia glucagon
Nguyén li¢u:

T4t ca cac peptit dugc néu trong ban mo ta nay trong cac vi du déu dwoc amit

ho4 trir khi ¢6 chi dan khac.

Nhya MBHA (nhya 4-metylbenzhydrylamin polystyren) duoc st dung trong
qué trinh téng hop peptit. Nhwa MBHA, mét luéi 100-180, 1% polystyren duoc lién
két ngang DVB; nap 0,7-1,0 mmol/g), axit amin dugc bao vé br?xng Boc va dugc bao vé
bing Fmoc dugc mua tir hing Midwest Biotech. Téng hop peptit pha rén bing cach st
dung axit amin dugc bdo vé béng Boc dugc tién hanh trén bd téng hop Applied
Biosystem 430A Peptide Synthesizer. Téng hop axit amin dugc bao vé bing Fmoc
duoc tién hanh bang cach str dung bd tdng hop Applied Biosystem Model 433 Peptide

Synthesizer.
Tbng hop peptit (su phan cét axit amin Boc/ HF):

Téng hop céc chit tuong tu ndy duogc tién hanh trén bd tdng hop Applied
Biosystem Model 430A Peptide Synthesizer. Peptit tbng hop duoc tao ciu tric bing
cach bd sung 1an luot céc axit amin vao hop chira chita 2 mmol axit amin dugc bao vé
bing Boc. Cu thé, viéc tdng hop duge thuc hién bang cach str dung céc ghép ndi don
duoc hoat hoda DEPBT Boc. O cubi budc ghép ndi, nhya peptidyl dugc xtr Iy bing
TFA d& loai bd nhém bao vé Boc & dau tan N. N6 duoc rira lap di lap lai bing DMF va
chu ky lap lai nay duoc lip véi sb bude ghép ndi mong mubn. Sau khi lp rap, su bao
vé& mach bén, Fmoc, duoc loai bd bing cach xtr Iy bing piperidin 20% va su axyl ho4
duoc thuc hién bing cach st dung DIC. Nhuya peptidyl & cudi qua trinh tdng hop hoan
chinh duoc 1am khé bang cach sir dung DCM, va peptit dugc phan cit khoi nhua bing
HF khan.
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Pé lactam hod, nhém bao vé truc giao dugc chon d6i véi Glu va Lys (vi duy,
Glu(Fm), Lys(Fmoc)). Sau khi loai bé nhém bao vé va truée khi phan cit HF, sy dong
vong duogc tién hanh nhu da néu trudce d6 (xem tai li¢u, vi du, cong b6 don sang ché

qudc t& s6 W02008/101017).
Xt ly HF d6i véi nhua peptidyl

Nhua peptidyl duge xtr Iy bing HF khan, va thuong thu duge xép xi 350mg
(hiéu suit ~50%) cta peptit dugc khir bao vé thd. Cu thé, nhya peptidyl (tir 30mg dén
200mg) duoc dit vao binh phan tng hydro florua (HF) dé phan cét. 500pL p-crezol
duoc bd sung vao binh phan tng dudi dang chit chdng mudi ion cacbon. Binh phan
tmg duoc gén vao hé théng HF va duoc 1am ngp trong hdn hop metanol/da kho. Binh
phan tmg dugc hit chan khéng bing bom chan khéng va 10ml HF dugc chung ct vao
binh phan tng. Hon hop phan tmg nay cta nhua peptidyl va HF dugc khudy trong mot
gid & 0°C, sau d6 d6 chan khong dugc thiét 1ap va HF duoc rut nhanh (10-15 phut).
Binh phan tmg duogc iy ra cin than va lam ddy bing xdp xi 35ml ete dé lam két tia
peptit va chiét p-crezol va nhém bao vé hiru co phan tir nhé thu duoc tir viée xir ly HF.
Hon hop nay duogc loc béng cach st dung thiét bi loc teflon va duoc 1ap lai hai lan dé
loai bo tit ca crezol du. Dich loc duge loai bo. Peptit két ta tan trong xép xi 20ml axit
axetic 10% (chtra nudce). Dich loc, ma chira peptit mong mudn, duoc gom lai va lam

kho lanh.

Phén tich bang HPLC phan tich d6i voi peptit hoa tan thdé dugc thuc hién trong
cac diéu kién sau [4,6 X 30 mm Xterra C8, 1,50 mL/phut, 220 nm, chét dém A TFA
0,1%/ACN 10%, chit dém B TFA 0,1%/ACN 100%, gradien 5-95% B trong 15 phut].
Chét chiét dugc pha lodng hai l14n bing nudc va duge tai 1én cot dao pha diéu ché
Vydac C4 2,2 X 25 cm va duogc giai hép bing cach sir dung gradien axetonitril trén hé
Waters HPLC (chit dém A TFA 0,1%/ACN 10%, chit dém B TFA 0,1%/ACN 10%
va gradien 0-100% B trong thoi gian 120 phut & tdc d6 dong 15,00 ml/phut. Phan tich
HPLC cta peptit duoc tinh ché ching to d6 tinh khiét 16n hon 95% va phan tich khéi

phd ion hoé phun dién tir dugc st dung dé xac nhan d6 ddng nhat ctia peptit.
Axyl hoa peptit

Peptit duoc axyl hoa dugc diéu ché nhu sau. Peptit dugc tdng hop trén nhua d&
rdn bang cach st dung hodc CS Bio 4886 Peptide Synthesizer hodc Applied Biosystem
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430A Peptide Synthesizer. Hoéa hoc trung hoa in situ dugc st dung nhu dugc néu bdi
Schnolzer et al., Int. J. Peptide Protein Res. 40: 180-193 (1992). Péi véi peptit duoc
axyl hod, gbc axit amin dich cin duoc axyl hoa (vi du, vi trf 10, so v6i cach danh sb vi
tri axit amin ctia SEQ ID NO: 3) duogc thé bang gc lysin N ¢ -FMOC. Viéc xtt ly
peptit duge bao vé bing Boc diu tan N hoan toan bing piperidin 20% trong DMF
trong 30 phut loai bé nhém FMOC/formyl. Viéc ghép nbi véi gbe e-amino Lys tu do
dat dugc bing cach ghép nbi lwong du 10 14n theo mol cta ving dém axit amin duogc
bao vé bﬁng FMOC (ex. FMOC-Glu-OtBu) hodc mach axyl (ex. CH3(CH,)4~-COOH)
va chit ghép ndi PyBOP hoic DEPBT trong DMF/DIEA. Viéc loai bé tiép theo nhém
FMOC cua ving dém axit amin dugc theo sau bdi viée ldp lai bude ghép ndi v6i mach
axyl. Budc xtr 1y cudi cing bang TFA 100% din dén viéc loai bd nhém bao vé mach
bén bit ky va nhém BOC diu tdn N. Nhwa peptit duoc lam trung hoa bing
DIEA/DMF 5%, dugc lam khd, va sau d6 dugc phan cat khoi chit do béng cach su
dung HF/p-crezol, 95:5, & 0°C trong mdt gio. Sau khi chiét béng ete, dung dich HOAc
5% duoc str dung dé solvat hoa peptit thé. Mau clia dung dich sau d6 duoc kiém tra lai
d& chira peptit c¢6 phan tir lwong chinh x4c bing ESI-MS. Peptit chinh xac dugc tinh
ché bing RP-HPLC bing cich sir dung gradien tuyén tinh CH3CN 10%/TFA 0,1%
dén TFA 0,1% trong CH3CN 100%. Cdt protein Vydac C18 22 mm x 250 mm duoc
stt dung dé tinh ché. Chét twong tu peptit dugc axyl hod nhin chung dwoc hoan thanh
viéc giai hdp voi ty 16 chit dém l1a 20:80. Cac phan dugc tip hop clng nhau va duoc
kidm tra do tinh khiét trén RP-HPLC phén tich. Cac phan doan tinh khiét duoc lam
kho lanh dé thu dugc peptit rAn mau tring.

Néu peptit chira ciu lactam va gbc dich cAn dugc axyl hoa, su axyl hoa duoc

thuc hién nhu néu trén khi bd sung axit amin d6 vao khung peptit.
PEG hoa peptit

Déi voi sy PEG hoa peptit, metoxy poly(etylen glycol) idoaxetamit (NOF)
40kDa duoc cho phan mg vdi duong luong mol cua peptit trong ure 7M, dém Tris-
HCI 50mM sir dung luong t6i thiéu cta dung méi cin dé hoa tan ca peptit va PEG
thanh dung dich trong (thuong 12 nhé hon 2mL cho phén Umg sir dung 2-3 mg peptit).
Khudy manh & nhiét d6 trong phong bét diu trong 4-6 gid va phan tmg duoc phan tich
bing RP-HPLC phan tich. San phdm PEG ho4 xuit hién 15 rang tir nguyén lidu ban

dAu voi thoi gian lwu gidm. Su tinh ché duge tién hanh trén cot Vydac C4 véi didu
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kién tuong tu voi didu kién duogc sir dung cho su tinh ché peptit ban ddu. Qua trinh giai
hép xay ra xung quanh ty 1& chit dém 1a 50:50. Céc phan doan ctia peptit dugc PEG
hod tinh khiét dugc tim thdy va dwoc lam kho lanh. Hiéu sudt cao hon 50%, thay ddi
d6i voi mdi phan tng.

Phén tich bing cach st dung phép do khdi phd

Khéi phd thu dugc bing cach sir dung may do khéi phd bdn cue phun dién tir
Sciex API-III v6i ngudn ion ESI tiéu chudn. Piéu kién ion hod dugc sit dung 13 nhu
sau: ESI & ché d6 ion duong; di€n 4p phun ion, 3,9 kV; dién thé voi phun, 60 V. Khi
phun va khi chin duoc sir dung 14 nito & téc d¢ dong 13 ,9 L/phat. Khéi phd dugc ghi
lai tir 600-1800 Thompson & 0,5 Th cho mdi budc va thoi gian dimg 2 mili gidy. Mau
(khoang 1mg/mL) duoc hoa tan trong axetonitril chira nudc 50% véi axit axetic 1% va

duoc dua vao bing bom tiém bén ngoai & tc d6 5 pL/phut.

Khi peptit dugc phan tich trong dung dich PBS bang ESI MS, trudc hét chung
duoc khir mudi bang cach sir dung dau chiét pha rén ZipTip chira 0,6pL nhua C4, theo
hudng dan cta nha san xuét (Millipore Corporation, Billerica, MA, xem trang web clia

Millipore & dia chi millipore.com/catalogue.nsf/docs/C5737).
Phén tich sic ky long cao &p (HPLC):

Phén tich so bd dugc tién hanh véi cac peptit thd nay dé thu dugc con sb xap xi
ctia téc dd chuyén hoa tuong dbi clia chung trong dém nuwéc mubi dém phosphat (PBS)
(pH=7,2) bing cach sir dung séc ky long hiéu ning cao (HPLC) va phan tich MALDL.
Mau peptit thd dugc hoa tan trong dém PBS & ndng d6 1 mg/ml. 1ml dung dich thu
dugc dugc bao quan trong lo HPLC 1,5ml ma sau d6 duogc bit kin va duoc 0 & 37°C.
Céc phin nhé gdbm 100pl duge rut ra & cac khoang thdi gian khac nhau, dwoc lam

ngudi dén nhiét d6 trong phong va phan tich bing HPLC.

Phén tich HPLC dugc tién hanh bing céch st dung hé sic ky Beckman System
Gold Chromatography st dung dau do UV & budc séng 214 nm. Phéan tich HPLC dugc
tién hanh trén c6t C18 Vydac 150 mm x 4,6 mm. Téc d6 dong 1a 1 ml/phit. Dung mdi
A chia TFA 0,1% trong nudc cit, va dung moi B chita TFA 0,1% trong CH3;CN 90%.
Gradien tuyén tinh dugc sir dung (tir 40% dén 70% B trong 15 phut). Dit liéu duoc thu

gom va dugc phan tich bing cach sir dung phin mém Peak Simple Chromatography.
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Téc d6 thuy phan ban diu duoc st dung dé do hing sb téc do dbi véi sy phan ly
cua tién dugc chat tuong Ung. Néng d6 ctia tién duogc chit va thude dugc ude lugng
1an luot tir dién tich dinh cta ching. Hing sb tdc do phan ly bic mdt cua tién duoc
chit dugc x4c dinh bing cach dung db thi logarit ciia ndng do tidn dugc chét & cac
khoang thoi gian khac nhau. D6 déc ctia db thi nay 12 hing sb tbc do ‘k’. Sau d6, chu
ky ban rd cta qué trinh phan hity cta cac tién duoc chit khac nhau dugc tinh bing

cach str dung cong thuc t1/2 = ,693/k.
Vidu?2
Téng hop peptit c6 SEQ ID NO. 17

Peptit SEQ ID NO. 17 duoc tdng hop bing pha rin bing céach sir dung hoa hoc
Fmoc/t-Bu. D& didu ché peptit ndy, 0,5g 2-clotrityl-nhya (mét lusi 100-200, 1,18
mmol/g) (GL Biochem) trudc hét duogc tao din xuét bing cach u voi 0,8 duong lugng
(eq.) Fmoc-GlIn(Trt)-OH, 4 eq. so véi axit amin diisopropyletylamin (DIPEA) trong
DCM khé (diclometan) trong 2 gid. Sau d6, su lip rap trinh tu peptit duoc tién hanh
trén thiét bi tdng hop peptit phirc hop APEX396 (Advanced Biotech). T4t ca cac axit
amin dugc hoa tan & ndng d6 0,5M trong DMF (N,N-dimetyl formamit). Phan g
axyl hoa dugc tién hanh trong thoi gian 60 phut v6i luong du 6 14n cta axit amin duoc
hoat ho4 trén nhém amino ty do ctia nhya. Phan tmg axyl hoa kép duoc tién hanh d6i
véi Aib2, Aibl6, AsplS, Hisl. Axit amin dugc hoat hod véi luong déng mol cua
HATU (2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametyl uroni hexaflophosphat),
dung dich 0,5M trong DMF, va luong du 2 l4n theo mol cta DIEA (N,N-
diisopropyletylamin), dung dich 2M trong NMP (1-metyl-2-pyrolidinon).

Nhém bao vé mach bén 1a: tert-butyl dbi véi Asp va Glu, Ser, Thr va Tyr; trityl
dbi véi Asn, Gln va His; tert-butoxy-cacbonyl déi vei Lys, Trp; va, 2,2,4,6,7-
pentametyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl d6i v&i Arg; Boc-His(Trt)-OH duge st dung
trong budc tong hop nay.

Lysin & vi tri 10, can duoc tao dan xuét trén mach bén, duoc két hop dudi dang
Lys(Alloc). Khi két thiic viéc lép rap, nhom bao vé Alloc dugc loai bd va qua trinh
tdng hop dugc hoan thanh bing cich ngung tu hai gbc axit y-carboxyglutamic (4 eq.)
va axit palmitic (4 eq.) bing cach sitr dung HBTU (4 eq.; (O-benzotriazol-1-yl-
N,N,N',N'-tetrametyluroni hexaflophosphat), va DIPEA (8 eq.) lam chét hoat hoa.
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Khi két thic viéc téng hop, nhua peptit kho doc 1ap duge xur ly béng 25mlL hén
hop phén cit, 88% axit trifloaxetic (TFA), 5% phenol, 2% triisopropylsilan va 5%
nudc trong 2 gi¢ & nhiét do trong phong. Nhua duge loc va thé tich dung dich dugc
lam giam sau d6 duoc bd sung vao metyl-t-butyl ete lanh theo thir tw d& lam két taa
peptit. Sau khi ly tdm, cac vién peptit dugc rira bing metyl-t-butyl ete lanh méi dé loai
b6 chét chéng muéi hitu co. Quy trinh dwoc 13p lai hai 14n. Céc vién cubi cing duoc

lam kho, tai tao huyén phu trong H,O, axetonitril 20%, va dugc lam kho lanh.

Peptit tho dugc tinh ché bing HPLC dao pha bang cich st dung Waters
XBridge C18 didu ché (50 x 150 mm, 5 pm) va sir dung 1am chit giai hip (A) TFA
0,1% trong nudc va (B) TFA 0,1% trong axetonitril. UPLC phan tich dugc tién hanh
trén Waters Chromatograph, véi BEH130, C18 Acquity, ¢4t 1,7 pm, 2,1 x 100 mm,
(Waters), & 45°C, stt dung H,O, TFA 0,1% (A) va CH;CN, TFA 0,1% (B) lam dung
mdi. Peptit sau khi dugc tinh ché duoc xac dinh dic diém bing phép do khdi phd phun
dién tir trén Waters SQ Detector.

Vidu3

Kha ning giy ra cAMP ctia mdi peptit duge do trong thit nghiém chi thi dua
trén luxiferaza dom dém. Viéc san xudt cAMP ma da dugc gy ra ty 1¢ thun véi manh
glucagon lién két vé6i thu thd glucagon hodc thu thé GLP-1. Té bao HEK293 dugc
ddng chuyén nhiém véi thu thé glucagon hoic thu thé GLP-1, theo thi tw, va gen
luxiferaza duoc lién két voi yéu t§ dap img cAMP duoc str dung cho thir nghiém sinh

hoc.

Céc t& bao duoc ldy khoi huyét thanh bing cich nudi cdy 16 gid trong moi
truong thiét yéu ti thidu cai bién Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, CA) duoc bd sung
huyét thanh sinh truéng bd 0,25% (HyClone, Logan, UT) va sau d6 duge u véi cac
dung dich pha lodng theo ddy ctiia méanh glucagon trong 5 gio & 37°C, 5% CO, trong
dia “Biocoat” dugc phu poly-D-Lysin 96 giéng (BD Biosciences, San Jose, CA). Khi
két thuc qua trinh @, 100pL chét phan tmg co chét phat quang LucLite (Perkin Elmer,
Wellesley, MA) dugc bd sung vao mdi giéng. DPia nay dugc l4¢ nhanh, dugc G trong
10 phit trong t6i va sing, san phim dugc do trén may dém nhép nhay dich long
MicroBeta-1450 (Perkin-Elmer, Wellesley, MA). Nong d6 hiéu qua 50% (EC50) duoc
tinh bing cach sit dung phan mém Origin (OriginLab, Northampton, MA).
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Vidu 4

Hiéu luc chit chu van in vitro cta peptit c6 SEQ ID NO. 17 dugc xé4c dinh b?mg
cach str dung t& bao budng trimg chudt ddng Trung Qubc (CHO-K 1) biéu hién én dinh
GLP-1R, GCGR hoic GIPR cia ngudi. Nhém ciing ngudn gbc dong t& bao én dinh
GLP-1R va GCGR duoc tao ra bdi InvitrogenTM béang cach st dung céﬁg nghé két hop
huéng dich Jump-In™ ciia chiing, trong khi d6 cac dong CHO/GIPR 6n dinh dwgc tao
ra bing cach k§ thuat tich dong va chuyén nhiém truyén théng (két hop ngiu nhién)
v6i sy pha lodng gii han @ chon loc dong. Peptit dugc thir nghiém in vitro vé kha
ning tuong ddi cia chiing trong viéc kich thich sw san xuit cAMP trong céc dong té
bao khac nhau bing cach st dung bo kit thir nghiém DiscoveRx Hithunter ™ cAMP
XS+ (cat# 90-0075L) theo huéng din st dung bo kit. Nong d6 hitu hiéu 50% peptit
(EC50) duoc tinh bing phwong phap khép duong cong 4 tham sb phan tich hdi quy
khéng tuyén tinh v6i phdn mém GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego,
CA) bing cach dyung db thi cac gié tri phat quang so v&i lidu lugng peptit.

Vidu5

Peptit o trinh ty axit amin nhu néu trong danh muc trinh tu dugc tao ra vé co
ban nhu duoc néu trong Vi du 1 hodc 2 va sau d6 dugc thir nghiém v& hoat tinh chét
chtl van in vitro & mdi thu thé glucagon va thu thé GLP-1 vé co ban nhu dugc néu
trong Vi du 3 hodc 4. Trong mot s6 vi du, hoat tinh chat chi van in vitro & thu thé GIP

cling duoc thir nghiém. Két qua dugce thé hién trong bang 1 dudi day.
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Cac gia tri ECs dbi voi peptit c6 SEQ ID NO. 12 — 16 thu dugc béng cach s dung
trinh tu ctia Vi du 3. Gia tri ECso d6i voi peptit c6 SEQ ID NO 17 thu duge bing cach
str dung trinh tu cua Vi du 4.

Nhu dugce thé hién trén bang 1, nhidu trong sd cac peptit niy c6 EC50 & thu thé

GLP-1 trong khoang nanomol hodc picomol.
Vidu6

Céc con chudt mic ching béo phi do ché d in gay ra (DIO) duoc chia thanh
cac nhém, mdi nhém c6 tam con va can ning trung binh ban dau ciia mdi nhém duge
x4c dinh. M&i nhém chudt duge tiém dudi da hang ngay vai liéu cta peptit hodc dbi
chung chét din thudc trong mot tudn. Peptit duge thir nghiém trong nghién ctru nay la
peptit c6 SEQ ID NO.: 12-16. Lidu dung thay ddi trong khoang tir 1 d&&n 10 nmol/kg
db1 véi mbi peptit duoc thir nghiém. Céan ning, thanh phﬁn co thé, su hép thu thic an,

va muc glucoza trong mau dugc xéc dinh dinh ky trong sudt giai doan thir nghiém.

Pé x4c dinh 8t hon tic dung ctia cac peptit ndy 1én mirc glucoza trong mau, thi
nghiém tht hai véi chudt db/db duoc tién hanh. Trong thi nghiém nay, chu6t db/db
dugce chia thanh cac nhém gdm tam con m&i nhém va cén niing trung binh ban dau cua
mdi nhém duge xac dinh. Mi nhom chudt duoc tiém dudi da véi mot lidu peptit clia
mot trong s6 cac SEQ ID NO.: 12-16, trong d6 lidu nay ndm trong khoang tir 3 dén 30
nmol/kg. Cin ning, thanh phan co thé, sy hép thy thirc &n, va mirc glucoza trong méu

dugc xac dinh dinh ky trong giai sudt doan thir nghiém.
Vidu7

Tac dung in vivo cta peptit theo sing ché dugc x4c nhan trong con chudt méc
bénh béo phi do ché d6 #n gy ra (DIO) ma duoc duy tri trén ché d6 #n c6 ham lugng
chét béo cao trong 16 tudn va cé cAn ning ban dau ~ 47 g. Chudt duoc ding d6i ching
chét din thudc hodc lidu ctia peptit hang ngay trong chin ngdy. Peptit duogc thit nghiém
trong nghién ctru nay gém peptit c6 SEQ ID NO: 12, peptit c6 SEQ ID NO: 17, peptit
¢6 SEQ ID NO: 18, va peptit c6 SEQ ID NO: 19. Lidu ctia mdi peptit dugc thay ddi —
mdi trong s céc peptit c6 SEQ ID NO: 12, 17, va 19 duge dung & lidu 3 nmol/kg hosc
9 nmol/kg, trong khi peptit c6 SEQ ID NO: 18 dugc dung & liéu 1 nmol/kg, 3 nmol/kg,

hodc 9 nmol/kg. Su thay dbi cin ning tich luy (theo gam) dugc do vao mdi ngay
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nghién ctru va két qué dugc thé hién trén Fig.1. Dit liéu dugc thé hién dusi dang gia tri

trung binh + SEM.

Mai peptit dugc thit nghiém trong nghién ctru ndy di chung td duoc tic dung
giam can. M3i nhém chudt dugc ding peptit & lidu 3 nmol/kg hoic 1iéu 9 nmol/kg da
cho théy ¢6 su giam can nang (so véi chudt dugce didu tri béng chét dan thudc) tir sém
vao ngay 1 clia nghién ctu. Vao ngay 9 cua nghién ctu, chudt ma dugc dung 3
nmol/kg peptit c6 SEQ ID NO: 12 thé hién su giam can ndng xép xi 5,3%, trong khi
chudt duoc ding lidu 9 nmol/kg peptit c6 SEQ ID NO: 12 ¢ su giam can xép xi
29,8%. Vao ngay 9 cta nghién clru, chudt dugc dung 3 nmol/kg peptit c6 SEQ ID NO:
17 ¢6 su giam cin ning xap xi 9,6%, trong khi chudt ma dwgc ding 9 nmol/kg peptit
¢6 SEQ ID NO: 17 da cho thdy su giam khéi lwong x4p xi 35,5%. Vao ngdy 9 cia
nghién ctru, chudt duge dung 3 nmol/kg peptit c6 SEQ ID NO: 18 cé sy gidm can néng
xép xi 12,3%, trong khi chudt dugc dung 9 nmol/kg peptit c6 SEQ ID NO: 18 di cho
thiy sy giam can ning xép xi 26,8%. Vao ngdy 9 clia nghién ctru nay, chudt duge
dung 3 nmol/kg peptit c6 SEQ ID NO: 19 da cho thiy su giam cin ning xép xi 8,1%,
trong khi d6 chudt duge dung 9 nmol/kg peptit c6 SEQ ID NO: 19 cé sy giam can

ning xap xi 31,5%.

Ngoai su thay ddi can ning tich luy, him lugng glucoza xung quanh ctia chudt
DIO duoc do. Nhu duge thé hién trén Fig.2, chudt dugc diung lidu 3 nmol/kg hoic lidu
9 nmol/kg peptit c6 SEQ ID NO: 18 di cho thdy su giam dang ké glucoza xung quanh
vao ngay 4 (-29% so véi chat dan thubc; P < 0,05). Chudt duge ding 9 nmol/kg peptit
¢6 SEQ ID NO: 19 di cho thdy sy giam ham lugng glucoza x4p xi 40% vao ngay 4 (so
v6i chudt ding dbi chimg chit din thude; P < 0,05), su gidm ham luong glucoza x4p
xi 39% vao ngay 7 (so v&i chudt ding ddi chimg chat din thube; P < 0,05), va su giam
ham luong glucoza xép xi 26% vao ngay 9 (so véi chudt ding ddi chimg chét din
thudc; P < 0,05).

Chudt dugce dung 9 nmol/kg peptit c6 SEQ ID NO: 17 da cho thdy su giam ham
luong glucoza xap xi 48% vao ngay 4 va 7 (so v6i chudt dung dbi ching chét dén
thudc; P < 0,05), su gidm ham luong glucoza xép xi 45% vao ngay 9 (so v&i chudt
ding dbi chimg chét dan thudc; P < 0,05). Chudt duoc ding 3 nmol/kg peptit ¢ SEQ
ID NO: 17 da cho thdy su giam ham luong glucoza xép xi 28% vao ngay 7 (so véi
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chudt ding ddi chimg chét dan thudc; P < 0,05) va su giam ham lugng glucoza x4p xi

19% vao ngay 9 (so v&i chudt ding d6i chimg chit din thudc; P < 0,05).
Vidu$8

Téac dung in vivo cia peptit theo sang ché duoc xac nhan & khi rezut béo phi
bing cach sir dung ddi chimg chit din thudc hang ngay trong 21 ngiy, san phim c6
trén thi truong (Liraglutit), peptit c6 SEQ ID NO: 20, hoac peptit c6 SEQ ID NO: 17.
Liraglutit dugc ding & lidu 20 pg/kg s.c., trong khi mdi trong sé cac peptit c6 SEQ ID
NO: 17 va SEQ ID NO: 20 duoc ding & lidu 3 ug/kg s.c. Tét ca cac peptit c6 duoc
dong hoc tuong dwong (t1/2 ~ 10 h) va lién két protein huyét twong twong tuw & khi

rezut (> 98%). Can ning va su hip thy thic #n duoc do.

Nhur dugc thé hién trén Fig.3A, khi béo phi dugc ding peptit c6 SEQ ID NO:
17 ¢6 sy giam can ngng vuot trdi (-1,2 kg so vai dudng co sé va chét dan thudc, P <

0,05), so vai Liraglutit va véi peptit co SEQ ID NO: 20.

Su giam dang ké muc hép thu thuc an (duwgc thé hién dusi dang % thay d6i so
voi dudng co s6 trén Fig.3B), dugc quan sat thiy sau khi diéu tri bing liraglutit (-13,1
+ 1,9%) hoic bing peptit c6 SEQ ID NO: 17 (-25,7% =+ 3,2%, P < 0,05 so véi
Liraglutit). Sau khi rira mot tudn, céc con vat dugc didu tri bang peptit c6 SEQ ID NO:
17 14y lai nhidu cAn ning da mét di trong qua trinh didu tri kéo dai (Ngay 28). Trén cac
hinh v& Fig. 3A va Fig.3B, dit liéu dugc thé hién dudi dang gié tri trung binh + SEM. *
P < 0,05 so véi chit dan thube, P < 0,05 peptit c6 SEQ ID NO: 17 so véi Liraglutit.
Vidu9

Téc dung in vivo cia peptit theo sang ché duoc thir nghiém & khi rezut méc
bénh tiéu dudong (n=7) ma c6 tudi trong khoang 16-26 tudi va c6 cn ning trung binh
~22 kg. Khi rezut mic bénh tiéu duong (n=7) ma c6 tudi trong khoang 16-26 tudi c6
can ning trung binh ~22 kg duoc dung ddi ching chat dan thude, Liraglutit & liéu 10
ug/kg s.c. hodc peptit c6 SEQ ID NO: 17 & liéu 1 pg/kg s.c. trong 10 ngay.

Can ning duoc do trong qué trinh nghién ctru va duoc thiy ring khong quan sat
thAy hiéu qua can ning & cic con vit nay trong khoang thdi gian diéu tri.

Khi két thiic m3i diéu tri, truée hét glucoza trong méu khi d6i (FBG) dugc do,
sau d6 1a thtr nghiém kha ning dung nap thirc in (Meal Tolerance Test - MTT) dé
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danh gid kha ning dung nap glucoza. Nhu duoc thé hién trén Fig.4, khi méc bénh tiéu
dudmg duoc diéu tri bang peptit c6 SEQ ID NO: 17 da cho thdy sy gidm dang ké FBG
(120 + 20 so v6i 158 + 15 mg/mL, peptit c6 SEQ ID NO: 17 so v&i chit din thube (-
25%), P<0,05; Fig.4). Ngoai ra, khi duoc diéu tri bing peptit c6 SEQ ID NO: 17 di
cho thiy kha ning dung nap glucoza duogc cai thién trong qué trinh MTT so véi khi
ding ddi chimg chét din thudc (Fig.4). Dit liéu dugc thé hién & Fig.4 dudi dang gia tri
trung binh £+ SEM. *P < 0,05 so v6i chét d4n thudc.

Tat ca céc tai liéu tham khdo, bao gom céc cong bd, don sang ché, va bang sdng
ché, dugc vién dan trong ban mo ta nay chi nhim muc dich tham khao nhu thé mbi tai

liéu tham khao duoc néu doc 1ap va cu thé dé két hop dé tham khao.

Viéc st dung cac mao tir va céc tir 4&m chi tuong tu trong ndi dung ctia sang ché
(dic biét 1a trong cac diém yéu cdu bao hg sau diy) dugc hidu 1a bao gdm ca sb it va sb
nhiéu, trlr khi c6 chi din khac trong ban mé ti ndy hoic mau thuin rd rang bdi ngit
canh. Thuat ngit "gdm", "cd", "bao gdm" va "chira" cin dugc hidu 12 cac thuat nglt mo
(tie 13, c6 nghia 1a "bao gdm, nhung khéng gi6i han &") trir khi c6 chi dan khac.

Viéc néu céc gidi han clia céc gid trj trong bin md ta nay chi nhdm dap tmg voi
phuong phap ghi nhanh doc 1ap ¢ chi mdi gi4 tri riéng biét ndm trong gi6i han d6 va
mdi diém nut, trir khi c6 chi din khéc trong ban mé ta niy, va mdi gi4 tri riéng biét va
diém nut duoc két hop vao ban md ta nhu 1a khi n6 dtng ddc 1dp dugce chi ra trong ban
mo ta nay.

T4t ca cic phuong phap dugc néu trong ban mé ta nay cé thé dugc tién hanh
theo thir tu thich hop bét ky trir khi c6 chi din khéc trong ban mé ta ndy hodc mau
thuln 3 rang theo cdch khéc trong ngit canh. Viée sir dung vi du bit ky va tat ca cac vi
du, ho#ic ngdn ngit vi du (vi du, "nhu") dugc néu trong ban md ta ndy, 14 né chi nhim
muc dich minh hoa r hon cho séng ché va khong 1am giéi han pham vi cia sang ché
trlr khi ¢6 chi ddn khéc. Khong c6 ngon ngit nao trong ban md ta dugc hidu 1a thé hién
yéu tb khong dugc yéu cAu bao ho bét v can thiét 3 thuc hién sang ché.

Céc phuong 4n wu tién clia séng ché dwgc néu trong ban mé ta nay, gdm
phuong phép tét nhit da biét ddi véi tac gia sang ché dé thuc hién sang ché. Cac thay
d6i ctia cac phuong 4n uu tién nay c6 thé tré nén rd rang ddi véi nguoi c6 hiéu biét

trung binh vé& linh vuc k¥ thuat nay khi doc phdn mé ta trén ddy. T4c gia sang ché
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tréng doi rang ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vyc k§ thuat nay st dung céc thay
ddi nay khi thich hop, va tic gia sang ché du dinh ring sing ché duoc thuc hién theo
cach khac véi cach duoc néu cu thé trong ban mé ta nay. Vi viy, sang ché nay bao
gdm tAt ca cac cai bién va dang twong duong ctia ddi tuong duoc chi ra trong cac yéu
cau bao ho kém theo khi dugc phép bai luat phap hién hanh. Ngoai ra, dang két hop
_ bat ky ctia cac yéu t6 néu trén trong tit ca cac thay dbi cé thé c6 ctia chung duoc bao
ham béi sang ché trir khi c6 chi din khéc trong ban md ta nay hoic mau thuin mot

cach rd rang theo cach khac boi ngit canh.
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YEU CAU BAO HQ
1. Bién thé peptit duoc néu trong SEQ ID NO: 1 chtta trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 1 dugc bién dbi béi:
a) axit amino isobuteric (Aib) & vi tri 2;
b) Lys & vi tri 10, trong d6 Lys nay dugc axyl héa véi mach C8 dén C20 alkyl;
¢) axit amino isobutyric (Aib) hodc Gln & vi tri 16;
d) Ala & vi tri 18;
e) Leu hodc Met & vi tri 27;
f) Asp hodc Asn & vi tri 28;
g) bd sung dipeptit Lys-gammaGlu-amit & dAu tan cling carboxy;
hodc mudi duoc dung cua nd.

2. Bién thé peptit duoc néu trong SEQ ID NO: 1 chtta trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 17, hodc mudi duoc dung cia né.

3. Bién thé peptit dugc néu trong SEQ ID NO: 1 chira trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 12 hoic mubi dugc dung ciia no.

4. Bién thé peptit theo diém 1, trong d6 nhém alkyl dugc gén cong hoa tri vao axit

amin qua vung dém, hodc mudi dugc dung cua no.

5. Bién thé peptit theo diém 4, trong d6 ving dém & axit amin hodc dipeptit hogc mudi

duoc dung cta né.

6. Bién thé peptit theo diém 4, trong d6 ving dém chira mot hoic hai gbc axit, hogic

mubi duge dung ctia né.
7. Bién thé peptit theo diém 1, trong d6 (i)

(EC50 & thy thé glucagon)

(EC50 & thu thé GLP-1)

bang 20 hoic thip hon, hoic mudi duge dung ctia n6, va/hodc (ii) trong do bién thé
peptit c6 EC50 & thy thd GLP-1 16n hon tir hai dén mudi lan so véi EC50 & thu thé

glucagon, hodc mudi dugc dung cua no.
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8. Thé tiép hop chira bién thé peptit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 7,
duoc tiép hqp'vc'ri géc khéc loai, hodc mudi dugc dung ctia nd, trong do thé tiép hop
nay c6 hoat tinh & thy thé GLP-1 duoc ting cudng so v6i glucagon tw nhién, va c6 tinh
chon loc d6i véi thu thé GLP-1 ctia nguoi 16n hon it nhit 100 14n so vé&i thu thé GIP,
hodc mudi duoc dung cia né.

9. Thé tiép hop theo diém 8, trong d6 gdc khac loai chira mdt hodc nhiéu trong sé:
peptit, phan tir axit nucleic, khang thé hoic manh ctia n6, polyme, chdm lugng tir, phan
tr nho, doc td, chét chin doan hodc mudi duge dung cua nd.

10. Thé tiép hop theo diém 8, trong d6 gbc khéc loai 14 peptit va thé tiép hop 1a peptit
dung hop hoic peptit kham, hozic muéi dugc dung ciia né.

11. Thé tip hop theo diém 10, trong d6 gbc khac loai chira phan kéo dai cua 1-21 axit
amin ddu C dén axit amin & vi tri 31 cta bién thé peptit, hozic mudi dugc dung cua nd.
12. Thé tiép hop theo diém 11, trong d6 phan kéo dai dugc chon tir nhém bao gom:
Gly, Glu, Cys, Gly-Gly, Gly-Glu, GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 9) hodc
GGPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 10).

13. Pime chira bién thé peptit theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, hoic
mubi duoce dung clia né.

14. Multime chira bién thé peptit theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 7, hodc
mudi duoc dung cuda nd.

15. Dugc phim chira bién thé peptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7,
hodc mudi duoc dung ciia né, va chét mang dugc dung.

16. Duoc phém chua thé tiép hop theo diém 8 hodc mudi dugc dung ctia nd, va chit
mang dugc dung.

17. Duogc phﬁm chtta dime hodc multime theo diém 13 hodic 14 hoic mudi dugc dung
clia no, va chét mang dugc dung.

18. Duoc phim theo diém 15, trong d6 dugc phidm nay chira chit chdng bénh tiéu
duong hodic chdng bénh béo phi.

19. Duogc phim theo diém 16 hoic 17, trong d6 dugc phim nay chtra chit chdng bénh
tidu duong hodc chéng bénh béo phi.

-101-



24921

L "OId
Ae3N
9 S 14 €

| ] | |

[A b 0

| | 1

Byjowu 6 ‘2L OIS ———

Byloun €21 DIS = X————
By/jowu 6 ‘) ©IS —0——

Byjjowu ¢ ') OIS —-——

Byjowu ¢ ‘g D3I —M——
Byjowu | '8} DI —O——
BY/IOWU 6 ‘Z) OIS - ereereees
Byjowu ¢ 'z} O3S --0O------
ogny) ugp 184D —e—r

Bylowu 6'gL OIS -—-¥-——-
R

1op ey AS

BUUBD I

~

(6) yon Auj 3u

-102-



B Chét din thudc

E SEQ18, 1 nmolkg E SEQ 19, 3 nmolkg

I SEQ 17, 9 nmol/kg

U SEQ12, 3nmolkg E SEQ 18,3 nmollkg E SEQ 19, 9 nmol/kg
M SEQ12,9 nmol/kg £ SEQ 18,9 nmolkg E SEQ 17, 3 nmolkg [
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DANH MUC TRINH TU
<110> DiMarchi, Richard

<120> Bién thé& peptit cé hoat tinh dugc tdng cudng & thu thé
glucagon/GLP-1 va dugc phdm chuwa peptit nay

<130> 31135/46342 PCT

<150> US-61/500,027
<151> 2011-06-22

<150> US-61/547,360
<151> 2011-10-14

<160> 22

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 29
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PAC PIEM MISC
<223> Glucagon tu nhién & ngudi

<400> 1

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

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

<210> 2
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PAC DPIEM MISC
<223> GLP-1

<400> 2

His Asp Glu Phe Glu Arg His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val
1 5 10 15
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Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu
20 25 30

Val Lys Gly Arg Gly

35
<210> 3
<211> 33
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PDAC PIEM MISC
<223> GLP-2

<400> 3

His Ala Asp Gly Ser Phe Ser Asp Glu Met Asn Thr Ile Leu Asp Asn

1 5 10 15

Leu Ala Ala Arg Asp Phe Ile Asn Trp Leu Ile Gln Thr Lys Ile Thr
20 25 30

Asp

<210> 4

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PAC PIEM MISC
<223> Oxyntomodulin
<400> 4

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 Asp Thr Lys Arg Asn
20 25 30

Arg Asn Asn Ile Ala
35
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<210> 5
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> ©DAC PIEM MISC
<223> GLP1 (7-36 amit)

<220>
<221> MOD RES

<222> (30)..(30)
<223> Sy amit hod dau tan C

<400> 5

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

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

<210> 6
<211> 31
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PAC DPIEM MISC
<223> GLP-1 (7-37 axit)

<400> 6

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

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

<210> 7
<211> 39
<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<220>
<221> PDAC PIEM MISC
<223> Exendin-4
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9

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1

5 10

15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20 25

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

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

<220>
<223>

<400>

35

8

8

PRT

Trinh ty nhédn tao

Peptit tdéng hop

8

Lys Arg Asn Arg Asn Asn Ile Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5

9

10

PRT

Trinh ty nhén tao

Peptit tdng hop

9

Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

10
11
PRT
Trinh ty nhdn tao

Peptit téng hop

10
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Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

11

4

PRT

Trinh tu nhédn tao

Peptit tdng hop

11

Lys Arg Asn Arg

1

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

<220>
<223>

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

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

12
31
PRT
Trinh ty nhan tao

Peptit tdng hop

DAC PIEM MISC
(2)..(2)
Xaa 1a AIB

PAC DIEM MISC
(10) ..(10)
Puoc axyl hod bdng nhém axyl béo Cl6 thdéng qua vung dém gamma-

Glu-gamma-Glu

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

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

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

DPAC DIEM MISC
(16) .. (16)
Xaa la AIB

MOD RES
(31)..(31)
Xaa la gamma-Glu

DAC DIEM MISC
(31)..(31)
Sy amit hod dau tén C
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<400> 12

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

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

20 25 30
<210> 13
<211> 31
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Peptit tdng hop

<220>

<221> MOD_RES
<222>  (2)..(2)
<223> Xaa la AIB

<220>
<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)
<223> Xaa la AIB

<220>

<221> DAC PIEM MISC

<222>  (24)..(24)

<223> Lién két coéng héa tri voi PEG

<220>

<221> DAC PIEM MISC
<222> (31)..(31)

<223> Xaa la gamma-Glu

<220>

<221> DAC PIEM MISC

<222> (31)..(31)

<223> Sy amit hod diu tan C
<400> 13

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

Arg- Arg Ala Xaa Glu Phe Val Cys Trp Leu Leu Asp Thr Lys Xaa
20 25 30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

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

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

<400>

24921

14

31

PRT

Trinh ty nhan tao

Peptit tdng hop

MOD RES
(2)..(2)
D-Ser

PAC PIEM MISC
(10)..(10)
Pugc axyl hod bdng nhém axyl béo Cl6 théng qua vung dém gamma-

PAC DPIEM MISC
(31) .. (31)
Xaa la gamma-Glu

DPAC PIEM MISC
(31) .. (31)
Sy amit hod ddu tan C

14

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

1

5 10 15

Arg Ala Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Leu Asp Thr Lys Xaa

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

<220>
<223>

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

20 25 30

15
31
PRT
Trinh ty nhan tao

Peptit téng hop

MOD_RES
(2)..(2)
Xaa la AIB
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PAC PIEM MISC
(10)..(10)
Pugc axyl hod bang nhém axyl béo C16 théng qua ving dém gamma-

Glu-gamma-Glu

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

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

<400>

MOD RES
(16) ..(16)
Xaa la AIB

MOD_RES

(27)..(27)
Xaa la Metionin sulfoxit

15

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

1

5 10 15

Arg Ala Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Xaa Asp Thr Lys Gln

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

<220>
<223>

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

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

20 25 30

16

31

PRT

Trinh tu nhén tao

Peptit tdng hop

MOD_RES
(2) ..(2)
Xaa la AIB

PAC PIEM MISC
(10)..(10)
Pugc axyl hod bang nhém axyl béo Clé théng qua vung dém gamma-

Glu-gamma-Glu

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

<400>

MOD RES

(16)..(16)
Xaa la AIB

16
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His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Lys Ser Lys Tyr Leu Asp Xaa

1

<210>
<211>

5 10 15
Arg Ala Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Leu Asp Thr Lys Gln
20 25 30
17
31
PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

Trinh ty nhdn tao

Peptit tdng hop

MOD_RES
(2)..(2)
Xaa 1a AIB

PAC PIEM MISC
(10) .. (10)
Dugc axyl hoad bdng nhém axyl béo Cl6 théng qua ving dém gamma-

Glu-gamma-Glu

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

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

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

<400>

MOD RES
(16) ..(1lo6)
Xaa la AIB

MOD_RES

(31)..(31)
Xaa la gamma-Glu

PAC PIEM MISC
(31) .. (31)
Sy amit hod dau téan C

17

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

1

5 10 15

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

<210>

20 25 30

18
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<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

24921

29
PRT
Trinh ty nhan tao

Peptit tdng hop

PAC PIEM MISC
(2)..(2)
Xaa la AIB

PAC PIEM MISC
(10) .. (10)
Pugc axyl hod bdng nhém axyl béo Cl6 thdéng qua ving dém gamma-—

Glu-gamma-Glu

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

<400>

PAC PIEM MISC
(29)..(29)
Sy amit hod dau tan C

18

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

1

5 10 15

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

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

<220>
<223>

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

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

20 25

19
29
PRT
Trinh ty nhé&n tao

Peptit tdng hop

MOD_RES
(2)..(2)
D-Ser

PAC PIEM MISC
(10)..(10)
Puoc axyl hod bang nhém axyl béo Cl6 théng qua viung dém gamma-—
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24921

<220>
<221> DAC PIEM MISC

<222>  (29)..(29)

<223> Sy amit ho& dau tan C

<400> 19

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

Arg Ala Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Leu Asp Thr
20 25

<210> 20
<211> 31
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Peptit tdng hop

<220>

<221> PAC PIEM MISC
<222> (2)..(2)
<223> Xaa la AIB

<220>

<221> DAC DPIEM MISC

<222> (10)..(10)

<223> Dugc axyl hod bang nhém axyl béo Cl6 théng qua viung dém gamma-
Glu-gamma-Glu

<220>

<221> DAC PIEM MISC
<222>  (16)..(16)
<223> Xaa la AIB

<220>
<221> MOD_RES
<222> (31)..(31)

<223> D-Glu
<400> 20

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

Arg Ala Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Lys Thr Lys Glu
20 25 30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<223>

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

<400>

24921

21

31

PRT

Trinh ty nhan tao

Peptit tdng hop

DPAC PIEM MISC
Liraglutit

PAC PIEM MISC
(20) .. (20)
Pugc axyl hod bdng nhém axyl béo Cl6 thdéng qua viung dém gamma-

21

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1

5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly

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

<220>
<223>

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

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

20 25 30

22

32

PRT

Trinh ty nhédn tao

Peptit tdng hop

MOD_RES
(2)..(2)
Xaa 1la AIB

PAC PIEM MISC
(10)..(10)
Pugc axyl hod bdng nhém axyl béo Clé6 thdng qua viung dém gamma-

Glu-gamma-Glu

<220>
<221>

MOD RES
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<222>
<223>

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

<400>

(16) .. (16)
Xaa la AIB

MOD_RES
(28)..(28)
Xaa la Orn

22

24921

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

1

5

10 15

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

20

25 30
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