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thao dudng, va cu thé hon 13, viéc dung dong thoi thé tiép hop insulin tac dung keo dai va
thé tiép hop peptit kich thich insulin tic dung kéo dai wrc ché sy ting can do viée diéu tri
bang insulin, va 6i mura va budn nén do viée diéu tri bang peptit kich thich insulin, va lam
giam liéu lugng insulin can thiét, nhd d6 cai thién mot cach dang ké hiéu qua tuan thu ding
thudc. Hon nira, mdi thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich
insulin tac dung kéo dai theo sang ché dugc tao ra bang cach lién két insulin hodc peptit
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nhd d6 cai thién d6 bén 1au in vivo vé hiéu qua va do on dinh.
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Séang ché @& cap dén dugc phdm dé phong ngira hodc didu tri bénh dai
thao dudng chira thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop peptit
kich thich insulin tic dung kéo dai dé dung trong phuong phép diéu tri bénh dai
thdo duong.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Insulin 14 mot peptit duoc tiét ra boi cac té bao beta clia tuyén tuy, va
déng vai trd quan trong trong viéc kiém soat ndng dd glucoza huyét trong co
thé. Bénh trao dbi chét, bénh dai thao duong co lién quan dén cac muc glucoza
huyét cao gdy ra bdi sy bét binh thuong vé sy tiét hodc chirc ning cta insulin.
Bénh dai thio dudng I xay ra khi tuyén tuy khong san xuit du insulin gdy ra
ting mirc glucoza huyét, va bénh déi thao duong typ II xuét hién khi c6 su bét
binh thudng vé su tiét hoic chirc ning cia insulin din dén cic mirc glucoza
huyét cao. Bénh nhan mic bénh dai thdo duong typ II thuong dugc didu tri
béng cac thudc ha glucoza huyét co thanh ph?m chinh 12 mot chét hoa hoc, va
trong mét sd trudng hop, ciing dugc cho ding insulin, trong khi d6 bénh nhan
méc bénh dai thdo dudng typ I doi héi viée phai didu tri bang insulin.

Phuong phap tri liéu bang insulin phd bién nhét 13 tiém insulin trudc
va/hodc sau khi dn. Hién nay, thubc tiém insulin 13 sin c6, va nhu mot tiéu
chuin chung né dugc tiém dudi da. Phuong phép ding thube thay doi tuy thudc
vao tién trinh tdc dong cua nd. Viéc tiém insulin cho thdy c6 hiéu qua ha
glucoza huyét nhanh hon so véi viéc ding qua dudng ubng, va c6 thé st dung
dugc mot cach an toan khi viée dung qua dudng udng 12 khong thé. Ngoai ra,
khong c6 gi6i han dbi véi viée dung insulin. Tuy nhién, viéc ding insulin ba
1an mdi ngay trong khoang thoi gian kéo dai c6 thé din dén cac bét lgi nhu sg
tiém, kho khan trong viéc thao tdc dung cu tiém, ha glucoza huyét, va ting can.

Su ting can do viéc ding insulin kéo dai c6 thé din dén nguy co mac bénh tim
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mach va chtng khang insulin. Trong khi d6, ¢6 nhiéu giai phap duoc dua ra
nhim t6i da hoéa hiéu qua bang cich duy tri cac mirc cao, kéo dai tic dung cua
thubc insulin peptit sau khi dugc hép thu boi co thé. Vi du, cac ché phim
insulin tdc dung kéo dai nhu Lantus (Insulin glargine; Sanofi Aventis) va
Levemir (Insulin detemir; Novo Nordisk) d4 dugc phé chuin va c6 ban sin.
Khong gidng nhur insulin NPH (Neutral Protamine Hagedorn), céc thubc c6 tac
dung kéo dai nay lam giam nguy co ha glucoza huyét trong khi ngu, va viéc
dung Levemir dic biét c6 wu diém 12 it ting cin hon. Tuy nhién, cac ché phim
thudc nay ciing ¢6 nhugc diém 14 phai ding ching mot hoic hai 1an mdi ngay.

Trong khi do, mot peptit kich thich insulin, 1a peptit tuong tu glucagon-1
(GLP-1), 13 mot hormon incretin duge tiét ra béi cac té bao L cua hdi trang va
dai trang. Peptit tuong tu glucagon-1 c¢6 chic ning ting cuong giai phéng
insulin theo phuong thirc phu thudc glucoza d ngin ngira cac con ha glucoza
huyét. Nho ¢6 dic tinh nay, nén né da duoc quan tAm nhu mot tri liéu tiém nang
cho bénh d4i thao dudng typ II. Tuy nhién, mét tré ngai chinh dbi véi viée ding
GLP-1 lam t4c nhan tri liéu d6 13 né c6 thoi gian ban thai cuc ky ngan dudi 2
phut trong huyét tvong. Hién nay, exendin-4 1a mot thuong pham ctia chét chu
van thu thé peptit tuong tu glucagon-1, va n6 1a mot chét tuong tu peptit tuong
tu glucagon-1 dugc tinh ché tir tuyén nudc bot cua thin lin gila monster.
Exendin-4 ¢6 tinh khang d6i v6i DPP IV (Dipeptidyl peptidase-4), va c6 hoat
tinh sinh ly hoc cao hon so vé&i peptit tuong tu glucagon-1. Do dd, né c6 thoi
gian ban thai in vivo nam trong khoang tir 2 dén 4 gio, 1a dai hon so véi peptit
tuong tu glucagon-1 (US 5,424,286). Tuy nhién, chi bing phuong phap nang
cao tinh khang dbi véi DPP IV, thi hoat tinh sinh 1y hoc 14 khong kéo dai thoa
dang, va vi du, trong trudng hop thuong phdm exendin-4 (exenatit), s& doi hoi
phai tiém cho ngudi bénh hai 1an mdi ngdy, va bénh nhan dwoc didu tri bing
exenatit van gip phai cic tic dung phu nhu budn nén va 6i mira.

Nhim giai quyét cac vAn d& néu trén, céc tac gia sang ché da d& xuit thé
tiép hop peptit tac dung kéo dai, n6 dwoc tao ra bing cach tao lién két giita

polypeptit sinh kha dung va mdt viing globulin mién dich Fc qua mét cau nbi 1a
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polyme khéng phai peptit béi mot cdu nbi cong hoa tri, nho d6 ddng thoi luu
gilr hoat tinh va cai thién tinh 6n dinh cta thubc protein (Patent Han Quéc sb
10-0725315). Dic biét, ho da théy rﬁng mot trong s6 cac thé tiép hop insulin tac
dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai tao ra hiéu qua in vivo
tang 1én mot cach dang ké (cac Pon yéu ciu cép patent Han quéc sb 10-2008-
0001479 va 10-2010-0054068).

Tuy nhién, vin con cac van d& vé sy ting can, hodc budn ndn va 6i mira,
khi insulin hodc exendin-4 duogc ti€m véi luong du dé duy tri mtc glucoza
huyét 6n dinh. Do vy, ¢6 nhu ciu cip thiét vé viéc phét trién mot phuong phap
tri liéu c6 hiéu qua diéu tri my man cho bénh dai thdo dudng véi cac lidu lugng
ding thip va tan suat dung thudc thap.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

© Céc tac gia sang ché da co nhiéu nd lyc nhim phat trién mot chét tri lidu
cho bénh dai thdo dudng c6 hiéu qua tri lidu tac dung kéo dai va dong thoi giam
b6t cac tac dung phu nhu budn nén va 6i mira. Ho dd nghién ciru viée ding
ddng thoi thé tiép hop exendin-4 tic dung kéo dai va thé tiép hop insulin tac
dung kéo dai kich thich mdt cach ddng thoi thu thé peptit twong tu glucagon-1
va thu thé insulin. Két qua 13, ho da thiy rang viéc dung ddng thoi thé tiép hop
insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai s& cai thién
cho do bén 1au hiéu qua in vivo va tinh 6n dinh, va giam bét mot cach dang ké
cac liéu lugng ding thubc, tao ra mot mire glucoza huyét on dinh. Ngoai ra, ho
da thiy rang no cai thién cac tac dung phu nhu 6i mira va budn ndn do chét chi
vén peptit trong tur glucagon-1 va exendin-4 hodc cic dan xuit ciia chung gay
ra, va viéc ding thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai 1am giam su ting can
gdy ra boi viée ding insulin, nhd d6 hoan thanh sang ché nay.

Mot muc dich cta sang ché 13 d& xudt dugc phidm dé phong ngira hoic
diéu tri bénh dai thao dudng, chira thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé
tiép hop peptit kich thich insulin tac dung kéo dai.

Mot muc dich khéac ciia sang ché 1a mé ta phuong phép dé phong ngira

hodc diéu tri bénh dai thao dudng, bao gém viéc cho ddi tuong c6 bénh dai thdo
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dudng hodc nguy co c6 bénh déi thio dudng dung dugc phim nay.

Mot muc dich khéc ciia sang ché 1a dé xuit dugc phidm dé phong ngira
hoic diéu tri bénh d4i thao dudng chira thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va
peptit kich thich insulin.

Mot muc dich khéc ciia sang ché 1a dé xuit dugc phidm d phong ngira
hoic diéu tri bénh déi thio dudng chira insulin va thé tiép hop peptit kich thich
insulin tac dung kéo dai.

Thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tac dung
kéo dai theo sang ché cho cic tac dung diéu tri m§ man cho bénh dai thao
dudng, va cu thé 1a, viéc dung ching dﬁ“)ng thoi s& kich thich thu thé insulin
dong thoi véi thu thé peptit twong tu glucagon-1 dé cai thién do bén lau hidu
qua in vivo va do 4n dinh cua chung, va lam gidam mdt cach dang ké céac lidu
lugng can thiét ciia thude va kiém soat mot cach 6n dinh glucoza huyét & muc
d6 6n dinh, din dén cai thién vé nguy co ha glucoza huyét va ting can. Ngoai
ra, n6 tc ché sy budn ndn va su 6i mira va cai thién hiéu qua tuan thua dung
thudc lam chét tri liéu cho bénh d4i thio dudng. Dic biét, viéc cai thién mot
cach dang ké tinh 6n dinh va do bén l4u in vivo ciia hiéu qua cho phép lam gidm
tan suét diéu tri, g2op phén thuan tién cho bénh nhan.

M® ta viin tit cic hinh v&

FIG.1 1a d5 thi thé hién cac bién ddi vé murc glucoza huyét trong khoang
thoi gian 7 ngdy sau khi cho chudt nhit bi dai thdo dudng do STZ
(Streptozotoxin) gdy ra dung ddng thoi thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va
thé tiép hop exendin-4 tic dung kéo dai;

FIG.2 13 d6 thi thé hién céc bién ddi vé glucoza huyét luc doi (AFBG)
sau khi cho chudt nhit db/db (db/db: bi béo phi, ddi thdo dwong va réi loan
lipit huyét) (* P<0,05, ** P< 0,01, *** P<0,001 cta thir nghiém MC cua
Dunnet) ding dong thoi thé tiép hop insulin tdc dung kéo dai va thé tiép hop
exendin-4 tac dung kéo dai; va

FIG.3 14 @b thi thé hién cc bién dbi vé thé trong (ABW) sau khi cho
chudt nhit db/db (* P<0,05, ** P< 0,01, *** P<0,001 cua thi nghiém MC cia
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Dunnet) ding ddng thoi thé tiép hop insulin tic dung kéo dai va thé tiép hop
exendin-4 tadc dung kéo dai.
M3 ta chi tiét sing ché

Theo mot khia canh, sang ché @ xuit dugc phém dé phong nglra hodc
didu tri bénh dai thdo dudng, chira thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé
tiép hop peptit kich thich insulin tdc dung kéo dai. Dugc phdm theo sang ché
duge dic ta boi viee dung ddng thoi thé tiép hop insulin tic dung kéo dai va thé
tiép hop peptit kich thich insulin tic dung kéo dai.

Khi duoc st dung trong ban mé ta, thudt ngit "thé tiép hop insulin téc
dung kéo dai" chi insulin dugc lién két véi mot ving globulin mién dich Fc qua
mot ciu ndi khong phai peptit.

Thé tiép hop insulin tac dung kéo dai theo sang ché c6 d6 bén lau hicu
qua in vivo céi thién so v&i insulin nguyén thé, va thé tiép hop insulin téc dung
kéo dai nay c6 thé bao gdm insulin dugc diéu ché bing cach cai bién, thay thé,
cdng, hodc khuyét doan cua cac trinh ty axit amin cua insulin nguyén thé,
insulin dugc tiép hop voi polyme d& bi phan hity sinh hoc nhu polyetylen glycol
(PEG), insulin dugc tiép hop véi protein tic dung kéo dai nhu albumin hodc
globulin mién dich, insulin dwgc tiép hop véi axit béo axit c6 kha ning gén két
véi albumin trong co thé, hoic insulin dugc bao nang trong cc hat nano dé bi
phén hity vi sinh, mic du loai thé tiép hop insulin tic dung kéo dai 1a khong chi
gi6i han trong s6 nay.

Khi dugc st dung trong ban md ta, thudt ngit "insulin" chi peptit dugc
tiét ra boi tuyén tuy dé phan tng v6i cac mirc glucoza cao trong mau dé chuyén
glucoza vao gan, co, hoic mdé md va chuyén héa n6 thanh glycogen, va dé
ngimg viée st dung chit béo 1am ngudn ning luong, va do vay kiém soét ndng
d6 glucoza huyét. Peptit ndy bao gdm insulin nguyén thé, insulin gdc, chat chu
vén insulin, céc tién chét, cac din xuét, cdc manh cta chung, va cac bién thé
cta no.

Thuat ngt, "insulin nguyén th&" chi hormon duoc tiét ra béi tuyén tuy dé

thiic ddy sw hp thu glucoza va tic ché sy phan hiiy chit béo, va do véy cé chirc
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ning kiém soat ndng d6 glucoza huyét. Insulin dugc tao ra tir tién chit khong
¢6 chirc nang diéu hoa ndng d6 glucoza huyét, duge goi 1a tién insulin, qua quéa
trinh chuyén hoa. Cac trinh ty axit amin cta insulin 13 nhu sau:

Chudi alpha

Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-
Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn (SEQ ID NO. 1)

Chubi beta

Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-
Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr (SEQ ID NO. 2)

Thuat ngit, “insulin gb¢" chi peptit quan ly cac bién dong glucoza huyét
hang ngay binh thudng, vi du Levemir, Glagine, Deglude v.v...

Thuat ngit, “chit chu van insulin" chi hop chét gén két v6i thu thé
insulin dé thé hién hoat tinh sinh hoc giéng nhu insulin, khong phu thudc vao
cAu trac cua insulin.

Thuat ngit, “bién thé insulin” chi peptit c6 mdt hogc nhiéu trinh tu axit
amin khac véi trinh tu cta insulin nguyén thé, va chi peptit luu giir chtic ning
kiém soat ndng dd glucoza huyét trong co thé, va c6 thé diéu ché duoc boi bat
ky trong sb thay thé, bd sung, khuyét doan, va su cai bién hodc bai su két hop
cua chﬁng trong mot phan cla cac trinh tur axit amin cia insulin nguyén thé.

Thuét ngit, “din xuat insulin" chi peptit c6 do twong ddng trinh tu axit
amin so véi insulin nguyén thé it nhat 80%, né c6 thé c6 mét sé nhém trén gbe
axit amin dugc thé hoa hoc (vi du, alpha-metyl hoa, alpha-hydroxy hoéa), khuyét
doan (vi du, loai amin), hoiic dugc cai bién (vi du, N-metyl hoa), va cé chuc
ning diéu hoa ndng do glucoza huyét trong co thé.

Thudt ngft, “manh insulin" chi doan c6 mot hodc nhiéu axit amin dugc
bd sung hoic khuyét doan & déu cudi N hoidc diu cubi C cua insulin nguyén
thé, trong d6 céc axit amin khéng ¢ trong tu nhién (vi du, axit amin loai D) ¢
thé dugc bd sung, va c¢6 chic ning diéu hoa ndng dd glucoza huyét trong co
thé.

MQdi phuong phép diéu ché cac chat chi vén, din xuat, manh, va bién thé
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cta insulin c6 thé dugc st dung riéng r€ hodc & dang két hop. Vi du, sang ché
ndy bao gdm peptit c6 mot hodc nhidu axit amin khac véi axit amin cia peptit
nguyén thé va su loai amin ciia gbc axit amin du cudi N, va ¢ chirc ning diéu
hoa ndng do glucoza huyét trong co thé.

Theo mot phuong 4n cu thé, insulin dugc sit dung theo sang ché c¢6 thé
duogc tao ra bang k¥ thuét tai td hop, va ciing c6 thé dugc tdng hop bing cach
sir dung phuong phap tdng hop trong pha rén. |

Hon thé, insulin dugc st dung theo sang ché duoc dic ta boi viec
polyme khong phai peptit dugc lién két v6i dau cudi amino cia chudi beta ctia
insulin. Polyme khong phéi peptit nay c6 thé duoc str dung 1am cau nbi theo
sang ché nay. Polyme khong phai peptit duoc lién két dudi dang mot cau nbi,
nhd do duy tri hoat tinh va cai thién tinh 4n dinh cta insulin.

Thuét nglt “polyme khong phai peptit”, khi dugc st dung trong Ban md
ta, dé chi polyme tuong hgp sinh hoc chra hai hoac nhiéu dén vi 1ap lai duge
lién két v6i nhau bai lién két cong hoa tri bat ky ngoai trir gén két peptit. Trong
sang ché nay, thuat ngit "polyme khoéng phai peptit" ¢ thé duoc sir dung hoan
dbi voi thuat ngit "cau nbi khong phai peptit".

Polyme khong phai peptit hitu ich theo sang ché c¢6 thé duge chon tir
nhém gdém polyme dé bi phan huy sinh hoc, polyme lipit, chitin, axit
hyaluronic, va hdn hop cta ching, va tét hon 13, polyme dé& bi phan huy sinh
hoc ¢6 thé 1a polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-
propylen glycol, polyol di polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic, polysacarit,
dextran, polyvinyl etyl ete, axit polylactic (PLA) hodc axit polylactic-glycolic
(PLGA), va hon tét hon 13, polyetylen glycol (PEG). Ngoai ra, cic din xudt clia
chung 13 da biét trong linh vuc k§ thuat nay va cac din xudt c6 thé diéu ché
dugc mot cach dé dang bang phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuét nay
¢6 thé dugc bao gdbm trong pham vi ciia séng ché.

Cau ndi peptit dugc sir dung trong protein dung hop thu dugc bing
. phuong phéap dung hop cing khuén théng thudng c6 han ché 12 n6 d& dang bi

tach trén in vivo bing enzym phan giai protein, va do d6 khéng thé dat duoc
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hiéu qua ting thoi gian ban thai ctia hoat chit trong huyét thanh mét cach day
da bang chit mang nhu mong doi. Tuy nhién, trong sang ché nay, polyme c6
tinh khang véi enzym phan giai protein ¢6 thé dugc st dung dé duy tri thoi gian
ban thai cta peptit trong huyét thanh twong tu nhu véi chit mang. Do do,
polyme khong phai peptit bat ky c6 thé duoc sir dung ma khong ¢6 gioi han bt
k¥, chi cin n6 1a polyme c6 chirc nang néu trén, cu thé 12 polyme c6 tinh khéng
enzym phén gidi protein trén in vivo. Polyme khong phai peptit co trong lugng
phan tr ndm trong khoang tir 1 dén 100kDa, va tét hon 1a tir 1 d&n 20kDa.
Polyme khong phai peptit theo sang ché nay, dugc lién két véi ving Fe globulin
mién dich, c6 thé 1a mdt polyme hodc hdn hop ciia cc loai polyme khac nhau.
Polyme khong phai peptit duoc sir dung trong sang ché nay ¢6 nhém
phz’m g c6 kha ning gin két v6i ving Fe globulin mién dich va thude protein.
Polyme khong phai peptit nay c6 nhom phan tmg & ca hai dau, t6t hon 1a dugc
chon tir nhém gdm nhém aldehyt phan tmg, nhém propionaldehyt, nhém
butyraldehyt, nhém maleimit va din xuit suxinimit. Dan xuét suxinimit ¢6 thé
1a suxinimidyl propionat, hydroxy suxinimidyl, suxinimidyl carboxymetyl, hoac
suxinimidyl cacbonat. Dac biét 1a khi polyme khong phai peptit c6 nhom
aldehyt phan (mg & ca hai dau cia chung, né ¢6 hiéu qua trong viéc lién két &
ca hai dau véi polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y va globulin mién dich bang cac
phan tng khong dic hiéu tdi thiu. San pham cudi cing duge tao ra bang cach
alkyl hoa khir bang lién két aldehyt 1a 8n dinh hon nhiéu so vé6i khi dugc lién
két bang lién két amit. Nhém phan tGng aldehyt gén két chon loc véi dau tan
cing N & d6 pH thdp, va gin véi gbc lysin dé tao thanh lién két cong hoéa tri &
do pH cao, nhu d6 pH=9,0. C4c nhém phan tng & ca hai ddu ciia polyme khong
phai peptit c6 thé gidng nhau hoic khac nhau. Vi du, polyme khong phai peptit
c6 thé c6 nhém maleimit & mot dau va & ddu kia 12 nhém aldehyt, nhém
propionaldehyt hodc nhém butyraldehyt. Khi polyetylen glycol ¢c6 nhém
hydroxy phan g & ca hai dau ctia na duoc sir dung 1am polyme khéong phai
peptit, thi nhém hydroxy nay c¢6 thé dugc hoat hoa thanh cac nhém phan tmg
khac nhau bang cac phan tng hoéa hoc da biét, hoic polyetylen glycol c6 nhom



25781

phan mg cai bién c6 trén thi trudng c6 thé duoc sir dung dé diéu ché thé tiép
hop protein theo sang ché nay. Tét hon 13, polyme khong phai peptit ¢6 thé
dugc lién két & dau cubi N ctia chudi beta cia insulin.

Insulin theo sang ché c6 thé dugc cai bién bang polyme khong phai
peptit.

Thuc té 13, su cai bién PEG (polyetylen glycol) dé phong ngira sy ha
glucoza huyét va cai thién do bén lau hiéu qué lam cho hiéu gia cta peptit c6
hoat tinh sinh 1y hoc thép dang ké. Tuy nhién, nhugc diém nay trd thanh maot loi
thé cho sy phat trién cia thé tiép hop insulin tac dung kéo dai bang cach s
dung céac ving globulin mién dich. Do vdy, insulin da cai bién PEG c6 thé duoc
lién két véi ving globulin mién dich Fc qua polyme khong phai peptit. Polyme
khong phai peptit duoc str dung dé cai bién insulin ¢6 thé duge chon tir nhém
gbém polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen
glycol, polyol da polyoxyetyl hoa, rugu polyvinyl, polysacarit, dextran,
polyvinyl etyl ete, polyme dé bi phan hiy sinh hoc, polyme lipit, chitin, axit
hyaluronic, va hdn hop ciia chung, va tét hon 13, polyetylen glycol. Su cai bién
PEG trong insulin di cai bién PEG duoc dic ta boi viée PEG gan két mot cach
¢ chon loc v&i dau cudi N caa chudi alpha hodc v4i mét géc lysin cu thé caa
chubi beta cta insulin. Insulin d& cai bién PEG t&t hon 14 bao gdm cac nhém
andehit va sucxinyl ¢6 hoat tinh phan tmg & cac dau cudi ciia n6, va hon tét hon
1a, nhém sucxinyl c6 hoat tinh phan ing.

Phuong phép diéu ché va hiéu qua cta thé tiép hop insulin tac dung kéo
dai theo sang ché da duoc md ta chi tiét trong cac Pon yéu cdu cip patent Han
qudc s6 2010-0054068, 2010-0054067, va 2011-0030868. Theo mdt vi du cla
séng ché, qua trinh cai bién mono-PEG héa dugc tién hanh & dau cudi N cua
ving globulin mién dich Fc, va phenylalanin & vi tri 1 ctia chudi beta cia
insulin dugc cai bién tai d6 dé didu ché thé tiép hop insulin tic dung kéo dai
(Vidu 1).

Khi dugc sir dung trong Ban mo ta, thuat ngir "thé tiép hop peptit kich

thich insulin tic dung kéo dai" chi peptit kich thich insulin duoc lién két véi
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ving globulin mién dich Fc qua cau nbi khong phai peptit.

Trong sang ché nay, thuét ngit "peptit kich thich insulin" chi peptit luu
giir chirc nang giai phong insulin, va kich thich su tong hop hoic biéu hién cua
insulin trong céc t& bao beta ciia tuyén tuy. Tt hon 13, peptit kich thich insulin
la GLP (Peptit trong tu glucagon)-1, exendin-3, hodc exendin-4, nhung khong
chi gi6i han trong s6 nay. Peptit kich thich insulin bao gdm céc peptit kich thich
insulin nguyén thé, céc tién chét cia ching, cac chat chi van cia ching, cac
dan xut cia ching, cic méanh cia chiing, va cac bién thé ciia ching.

Peptit kich thich d4n xuét insulin theo sang ché c6 thé bao gdm din xuét
desamino-histidyl trong d6 nhém amino du cudi N ctia peptit kich thich insulin
duge khuyét doan, din xuit beta-hydroxy imidazopropionyl trong d6 nhém
amino dugc thé bang nhém hydroxyl, din xudt dimetyl-histidyl trong d6 nhém
amino dugc cai bién béng hai nhém metyl, din xuit beta-
carboxyimidazopropionyl trong d6 nhém amino dau cudi N duge thé bing
nhém cacboxyl, hodc dan xuét imidazoaxetyl trong d6 cacbon & vi tri alpha ctia
gbc histidin diu cubi N dugc khuyét doan dé con lai duy nhit nhom
imidazoaxetyl va do vay dién tich duong cia nhém amino dugc loai bo, va cac
dan xuit duoc cai bién bing nhém amino diu cudi N khac ciing dugc bao gdbm
trong pham vi ctia sang ché nay.

Tét hon, néu peptit kich thich dén xut insulin theo sang ché 1 din xuét
exendin-4 ¢6 nhom amino (hoac amin) dau cudi N da cai bién hoa hoc hodc géc
axit amin, t6t hon nita néu 1a dan xuét exendin-4 duogc diéu ché béng cach loai
b6 hodc thé nhém amino & vi tri alpha c6 mit & cacbon & vi tri alpha cia gdc
His1 dau cudi N cia exendin-4 hodc béng cach loai bé hodc thé cacbon & vi tri
alpha. Ciing tot hon nita 13, desamino-histidyl-exendin-4 (DA-Exendin-4) ciing
v6i viée loai bé nhém amino déu cubi N, beta-hydroxy imidazopropyl-exendin-
4 (HY-exendin-4) dugc didu ché bing cach thay thé nhom amino bing nhém
hydroxyl, beta-carboxy imidazopropyl-exendin-4 (CX-exendin-4) dugc didu
ché bang cach thay thé nhém amino bing nhém cacboxyl, dimetyl-histidyl-

exendin-4 (DM-exendin-4) dugc diéu ché bing cach cai bién nhém amino bang
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hai gbc metyl, hodc imidazoaxetyl-exendin-4 (CA-exendin-4) cung vdi viéc
loai b6 cacbon & vi tri alpha ciia gbc histidin dau cubi N.

GLP-1 12 mot hormon dugc tiét ra boi rudt non, va thuong thic ddy sinh
téng hop va tiét insulin, e ché tiét glucagon, va thic day su hip thu glucoza
clia cac t& bao. Trong rudt non, tién chit glucagon bi phan thanh ba peptit, cu
thé 1a, glucagon, GLP-1, va GLP-2. Trong ban mé ta nay, GLP-1 chi GLP-1 (1-
37), ban dau né & dang khong ¢ chirc ning kich thich insulin, nhung sau d6
duoc xt ly va chuyén hoa thanh dang GLP-1 (7-37) di hoat héa. Trinh tu axit
amin cia GLP-1 (7-37) 1a nhu sau:

GLP-1(7-37)
HAEGT FTSDV SSYLE GQAAK EFIAW LVKGR G (SEQ ID NO. 3)

Thuat ngit, “din xudt GLP-1" chi peptit c6 d6 tuong dong trinh tur axit
amin v6i trinh tu cia GLP-1 it nhit 80%, ¢6 thé 1a & dang da ci bién hoa hoc,
va biu hién chuc nang kich thich insulin it nhat 13 twong duong hodc hon chirc
nang chtrc nang kich thich insulin cia GLP-1.

Thuét ngft, “manh GLP-1" chi manh & dang ma trong d6 mot hodc nhiéu
axit amin duoc bd sung hoic khuyét doan & dau cudi N hodc dau cubi C cua
GLP-1 nguyén thé, trong d6 axit amin dugc %) sung cd thé 1a mot axit amin
khong c6 trong tu nhién (vi dy, axit amin loai D).

Thuét ngit, “bién thé GLP-1" chi peptit ¢6 chirc ning kich thich insulin,
c6 mot hodc nhiéu trinh tr axit amin khac véi céc trinh tu axit amin cia GLP-1
nguyén thé.

Exendin-3 va exendin-4 1a cac peptit kich thich insulin gdm 39 axit
amin, ching c6 do trong dong trinh tu axit amin v6i GLP-1 1a 53%. Céc trinh
tur axit amin cua exendin-3 va exendin-4 1a nhu sau:

Exendin-3

HSDGT FTSDL SKQME EEAVR LFIEW LKNGG PSSGA PPPS (SEQ ID
NO. 4)

Exen@in-4

HGEGT FTSDL SKQME EEAVR LFIEW LKNGG PSSGA PPPS (SEQ ID
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NO.5)

Thuat ngf, “chit chi vin exendin" chi hop chat c6 phan tng véi cac thu
thé in vivo va c6 hoat tinh sinh hoc tuwong dwong véi hoat tinh sinh hoc ctia
exendin.

Thuét ngf, “dan xuét exendin" chi peptit c6 do tuong dong trinh tu axit
amin v6i exendin nguyén thé it nhit 80%, ching c6 thé c6 mot sé nhém trén
géc axit amin dugc thé héa hoc (vi dy, alpha-metyl hoa, alpha-hydroxy hoa),
khuyét doan (vi du, loai amin), hodc dugc cai bién (vi du, N-metyl hoa), va co
chirc nang kich thich insulin.

Thudt ngt, “manh exendin" chi doan c6 mot hodc nhiéu axit amin dugc
bd sung hoic khuyét doan & dau cudi N hodc diu cudi C cia exendin nguyén
thé, trong d6 cac axit amin khéng c6 trong tu nhién (vi du, axit amin loai D) ¢6
thé dugc bd sung, va cd chtrc nang kich thich insulin.

Thuét ngit, “bién thé exendin" chi peptit c6 it nhat mét trinh tur axit amin
khéc véi trinh ty axit amin ciia exendin nguyén thé, c6 chirc ning kich thich
insulin, va bién thé exendin bao gbém céc peptit dugc didu ché bing cach thay
thé lysin & vi tri 12 ctia exendin-4 bang serin hodc arginin.

MB&i phuong phap dé didu ché chit chi van, din xuét, manh, va bién thé
exendin ¢6 thé dugc st dung riéng ré& hodc & dang két hop. Vi du, sang ché nay
bao gdm peptit kich thich insulin ¢6 mdt trinh ty axit amin c6 it nhat mot axit
amin khac véi trinh ty cia peptit kich thich insulin nguyén thé, va c6 gbc axit
amin & ddu cubi N da bi khir amin.

Theo mot phwong 4n cu thé, peptit kich thich insulin nguyén thé va
peptit kich thich insulin da cai bién dugc st dung theo sang ché c6 thé duoc
tdng hop bing cach st dung phuong phap téng hop trong pha rin, va hiu hét
cac peptit nguyén thé bao gdm peptit kich thich insulin nguyén thé c6 thé duoc
tao ra bang k¥ thuét tai t hop.

Thé tiép hop peptit kich thich insulin tac dung kéo dai dugc sir dung
theo sang ché chi peptit kich thich insulin duoc lién két voi doan globulin mién

dich nhu globulin mién dich Fc qua mdt cau nbi khong phai peptit. Cau ndi
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khéng phai peptit 12 giéng nhu da md ta & trén. Thé tiép hop peptit kich thich
insulin tac dung kéo dai 13 mot thé tiép hop str dung doan globulin mién dich
gidng nhu trong thé tiép hop insulin tac dung kéo dai, va duy tri cac hoat d6 in
vivo binh thudng cta peptit kich thich insulin, nhu thic ddy tdng hop va tiét
insulin, kiém so4t su thém an, gidm cén, 1am téng tinh man cam cua té bao beta
véi glucoza trong mau, thiic ddy su ting sinh té bao beta, tri hodn su trong da
day, va tic ché glucagon, va con lam ting mot cach dang ké thoi gian ban thai
clia mau cua peptit kich thich insulin, va két qua 1a duy tri hidu qua in vivo cia
peptit. Nho vdy, né hitu ich cho viéc diéu tri bénh dai thao dudng va bénh béo
phi. v

Loai va phuong phap dé diéu ché thé tiép hop peptit kich thich insulin
tac dung kéo dai da dugc md ta chi tiét trong cac don yéu cdu cép patent Han
qudc s6 2008-001479, 2008-0069234, va 2010-0047019. |

Theo mét vi du cta sang ché, lysin (Lys) cia imidazo-axetyl exendin-4
(CA exendin-4) dugc cai bién bang PEG, va exendin-4 di cai bién bang PEG
dugc lién két v6i globulin mién dich Fc dé tao ra thé tiép hop exendin-4 tac
dung kéo dai (Vi du 2).

Insulin va peptit kich thich insulin dugc st dung theo sang ché dugc
“lién két v&i mot chit mang bang cach st dung polyme khong phai peptit lam
cau ndi. Chét mang hiru ich theo sang ché ¢6 thé duge chon tir nhém gdm ving
globulin mién dich Fc, albumin, transferrin, va PEG, va t8t hon 1a vung
globulin mién dich Fe.

MB&i thé tiép hop insulin tic dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich
thich insulin theo sang ché duoc diéu ché bang cach lién két insulin hoic peptit
kich thich insulin véi ving globulin mién dich Fc qua cdu ndi khong phai
peptit, nhor @6 thé hién kha ning luu gitt va do 6n dinh. Trong ban mé ta, thuat
ngit "globulin mién dich F¢" ¢6 thé duge sir dung hoan ddi véi thuat ngit "ving
globulin mién dich".

© Ving Fc globulin mién dich 14 an toan dé st dung lam chét mang thudc

b&i vi ni 1 polypeptit d& phan huy sinh hoc dugc chuyén hoa in vivo. Ngoai ra,
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ving Fe globulin mién dich ¢6 trong lwong phan tir twong dbi thip, so véi toan
bo phan tir globulin mién dich, va do d4, thuan loi trong viéc didu ché, tinh ché
va thu thé tiép hop. Ving Fc globulin mién dich khéng chira manh Fab, 13
manh c6 tinh khong ddng nhét cao do ¢6 trinh tyr axit amin khac v6i cac phan
16p khang thé, va do da, c6 thé mong muébn ring ving Fc globulin mién dich c6
thé 1am ting cao d6 ddng nhit ciia cac chit va lam giam tinh khang nguyén.

Thuat ngit “ving Fc globulin mién dich”, dugc str dung trong ban mo ta
nay, chi protein chira ving 4n dinh cua chudi ndng 2 (CH2) va ving 4n dinh
ctia chudi niang 3 (CH3) cia globulin mién dich, ngoai tro cac ving bién dbi
ctia chudi ning va nhe, vung 4n dinh cua chu5_i nang 1 (CH1) va ving dn dinh
ctia chudi nhe 1 (CL1) ctia globulin mién dich. Ving nay c6 thé con bao gbm
ving ban 1& ¢ ving 6n dinh cta chudi ning. Ngoai ra, ving Fc globulin mién
dich theo sang ché c6 thé chira mé6t phan hodc tit ca ving Fc bao gdm ving 6n
dinh cta chudi ning 1 (CH1) va/hoic ving dn dinh cta chudi nhe 1 (CL1),
ngoai tro cac ving bién di ctia chudi ning va nhe, mién 14 né c6 chirc ning
sinh 1y hoc gin nhu tuong tu hodc tdt hon so vé6i protein nguyén thé. Ngoai ra,
ving nay c6 thé 1a manh c¢6 khuyét doan & phan dai twong ddi cta trinh tr axit
amin ctia CH2 va/hoic CH3. Nghia 13, ving Fc globulin mién dich theo sang
ché ¢6 thé bao gdm 1) mién CH1, mién CH2, mién CH3 va mién CH4, 2) mién
CH1 va mién CH2, 3) mién CH1 va mién CH3, 4) mién CH2 va mién CH3, 5)
hdn hop mdt hodic nhidu mién va ving ban 18 cia globulin mién dich (hodc mét
phan ciia ving ban 18), va 6) dime cta tirng mién cta cac ving on dinh cia
chudi ning va ving dn dinh ctia chudi nhe.

Ving Fec globulin mién dich theo sang ché bao gdm trinh tu axit amin
nguyén thé, va din xuét trinh tu (thé dot bién) ctia chung. Dan xuét trinh tu axit
amin c¢0 trinh tu khéc so véi trinh tu axit amin nguyén thé do ¢c6 khuyét doan,
xen doan, thay thé bao toan hodc khéng bao toan hodc két hop cac yéu t6 nay
ctia mot hoic nhidu gbe axit amin. Vi du, trong IgG Fc, cac gbe axit amin da
biét 12 6 vai trd quan trong trong viéc gz"m két, & cac vi tri tir 214 dén 238, tur

297 dén 299, tir 318 dén 322, hoic tir 327 dén 331, c¢6 thé duogc sit dung lam
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dich thich hop dé cai bién.

Ngoai ra, ciing ¢6 thé ¢ cac din xuét khac nhau khac, nhu dan xuét c6
khuyét doan & vung c6 kha ning tao thanh lién két disulfua, khuyét doan cua
mot s gdc axit amin & dau cubi N cua dang Fc nguyén thé, hodc su bd sung
gbc metionin vao dau cubi N cta dang Fc nguyén thé. Ngoai ra, dé 1am mét
chirc nang dap tng lai kich thich, thi khuyét doan c6 thé xay ra & vi tri gin két
bd thé, nhu vi tri gin két Clq va vi tri ADCC. Céc k§ thuat diéu ché cac din
xuét trinh ty ciia ving Fc globulin mién dich nay di dugc md ta trong WO
97/34631 va WO 96/32478. |

Su trao ddi axit amin trong cc protein va peptit, thuong khong lam thay
d6i hoat tinh ciia cac phan tir, 1a da biét trong tinh trang k¥ thuat (H.Neurath,
R.L.Hill, The Proteins, Academic Press, New York, 1979). Su trao dbi x4y ra
thuong xuyén nhét 1a Ala/Ser, Val/Ile, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr,
Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle,
Leu/Val, Ala/Glu, va Asp/Gly, theo ca hai hudéng. Ngoai ra, ving Fc, nOu can,
c¢6 thé duoc cai bién bang cach phosphoryl hoa, sulfat hoa, acrylat hoa, glycosyl
héa, metyl hoa, farnesyl hda, axetyl héa, amit hoa, va cac cach tuong tu.

Céc dan xut Fc néu trén 1a cac din xuét c¢6 hoat tinh sinh hoc giéng nhu
hoat tinh sinh hoc cua vung Fc cuia sdng ché nay hodc c6 do 6n dinh ciu tric
ting, vi du, khang nhiét, d6 pH, hoic cac diéu kién tuong tu.

Ngoai ra, cic ving Fc nay ¢6 thé thu duoc tir cdc dang nguyén thé duoc
phan lap tir ngudi va cdc dong vat khac bao gém bo, dé, lon, chudt nhit, tho,
chudt hamster, chudt céng va chuét lang, hodc cé thé 1a cac thé tai td hop hodc
dan xuit cua chung, thu duoc tir cac té bao dong vat hodc vi sinh vat dugc bién
nap. Trong ban mé ta nay, chung c6 thé thu duoc tir globulin mién dich nguyén
thé bang cach phén 1ap toan bd cac globulin mién dich tir co thé ngudi hodc
dong vat va xir 1y chung bing enzym phén giai protein. Papain phan cit
globulin mién dich nguyén thé thanh ving Fab va Fc, va viéc xi Iy bing pepsin
din dn tao ra cac manh pF'c va F(ab)2. C4c manh nay c6 thé duoc cung cip

cho, vi du, sic ky loai trir @& phan 14p Fc hodc pF'c. Tét hon 13, ving Fc ¢6
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ngudn gdc tir ngudi 1a ving Fe globulin mién dich tai td hop thu dugc tir vi sinh
vat.

Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich theo sang ché nay c6 thé & dang ¢6
cac chudi dudong nguyén thé, cac chudi dudong kéo dai so v6i dang nguyén thé
hoic cac chudi dudong rit ngan so véi dang nguyén thé, hodc c6 thé & dang loai
glycosyl. Viéc kéo dai, rut ngin hoic loai bo cac chudi duong Fe globulin mién
dich ¢6 thé thuc hién dugc bang cic phuong phap thong thudng trong linh vire,
nhu phuong phép hda hoc, phuong phép enzym va phuong phap dung k¥ thuat
di truyn bang cach sir dung vi sinh vat. Viéc loai bé cac chudi dudng khéi ving
Fc din dén su giam rd rét 4i luc gin két v6i phan Clq cta thanh phan b thé
thir nhat C1 va giam hodc mét tinh doc qua trung gian t& bao phu thude khéng
thé hodc tinh doc té bao phu thude b thé, do d6 khong gdy ra dap tmg mién
dich khong can thiét trén in vivo. V& van @& nay, ving Fc globulin mién dich &
dang loai glycosyl hoic khong glycosyl héa c6 thé thich hop lam chéat mang
thuc hon d6i véi muc tiéu clia sang ché nay.

Thuit ngt "loai glycosyl" dugc sir dung trong ban md ta nay c¢6 nghia la
viéc loai b bang enzym cac gbe dudng khoi vang Fe, va thuat ngit "khong
glycosyl héa" c¢6 nghia 1a ving Fc dugc tao ra & dang khong dugc glycosyl hoa
bang sinh vat chura ¢6 nhan dién hinh, t5t hon 13 E. coli.

Trong khi d6, viing globulin mién dich Fc ¢6 thé ¢6 ngudn gbe tir nguoi
hodc khac cac dong véat bao gém bo, dé, lon, chuot nhit, thé, chudt tui ma,
chu6t va chudt lang, va tét hon 13 tir nguoi.

Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich ¢6 thé 1a viing Fc ¢6 ngudn gbe tir
IgG, IgA, IgD, IgE va IgM, hoic dugc tao ra nhd sy két hop cuia ching hoic
céc thé lai ciia chung. Tt hon 13, ving nay c6 ngudn gbc tir IgG hodc IgM, 14
mdt trong sb céc protein c¢6 nhidu nhit trong mau ngudi, va tdt nhit 1a tir IgG,
da dugc biét 1a 1am tang thoi gian ban thai ciia céc protein gin két phéi tu.

Mit khac, thuat ngir "két hop", dugc st dung trong ban mé ta nay, chi
céc polypeptit md héa ving Fc globulin mién dich chudi dén c6 cing ngudn

gbe duoc lién két vé6i polypeptit chudi dén c6 ngudn gbc khac dé tao thanh
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dime hodc multime. Cu thé, dime hodc multime c6 thé duogc tao thanh tir hai
ho#ic nhidu manh dugc chon tir nhém gdm cac manh IgG Fe, IgA Fc, IgM Fe,
IgD Fc, va IgE Fc.

Thuat ngir "thé lai", dugc s dung trong ban mo ta nay, chi cac trinh tir
ma hoa hai hodc nhiéu ving Fc globulin mién dich ¢6 ngudn gbc khac nhau c6
mat trong ving Fc globulin mién dich chudi dén. Theo sang ché nay, nhiéu loai
thé 1ai c6 thé dugc st dung. Cu thé 13, cac mién lai c6 thé dugc ciu thanh tir
mot dén bdn mién duoc chon tir nhém gém CHI1, CH2, CH3 va CH4 cua IgG
Fc, IgM Fe, IgA Fc, IgE Fc va IgD Fc, va c6 thé bao gdm ving ban 1&.

Mit khac, IgG duogc phan chia thanh cac phan 16p 1gG1, IgG2, 1gG3 va
IgG4, va sang ché nay bao gdm céc két hop hoic cac thé lai ciia chung. Ul tién
phan 16p IgG2 va IgG4, va vu tién hon 1a ving Fe ctia IgG4 ¢6 rét it chirc ning
déap g lai kich thich nhu CDC (complement dependent cytotoxicity - tinh doc
té bao phu thudc b thé).

Tec 13, dé 1am chit mang thubc theo sang ché, ving Fe globulin mién
dich dugc wu tién nhat 1a ving Fc khong glycosyl hoa c6 ngudn gbc tir IgG4
ctia ngudi. Ving Fe ¢6 ngudn gbe tir ngudi ¢6 thé duge wu tién hon so véi ving
Fc ¢6 ngudn gbe khong phai tir ngudi, ving nay c6 thé tac dong nhu 1 khang
nguyén trong co thé ngudi va gay ra dap ung mién dich khong mong mudn nhu
tao ra khang thé méi khang lai khang nguyén.

Duoc phém theo sang ché duoc dic ta boi viee dung dc“mg thoi thé tiép
hop insulin tic dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich insulin tic dung
kéo dai.

Khi viéc ding ddng thoi thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép
hop peptit kich thich insulin tic dung kéo dai theo sang ché dugc tién hanh, thé
tiép hop insulin tic dung kéo dai tac dong lén thu thé insulin va thé tiép hop
peptit kich thich insulin tdc dung kéo dai tic dong 1én thu thé peptit twong tu
glucagon-1 mdt cach ddng thdi, nhd vAy ndng do glucoza huyét giam va mirc
glucoza huyét én dinh dugc duy tri, so v6i viéc dung thé tiép hop dén cia

chung. Viéc ding ddng thoi thé tiép hop ¢ cac hiéu qua 1am giam nguy co ha
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glucoza huyét va ting can c6 thé do viéc ding duy nhét insulin, va ciing lam
giam lidu luong tdng cong insulin do tac dong cla peptit kich thich insulin.
Viéc ding ddng thoi ciing ¢6 1oi & chd lidu lugng cia peptit kich thich insulin
nhu exendin-4 ¢6 thé ciing duoc giam dé tranh céc tic dung phu nhu budn non
va 6i mura do viéc ding mot minh exendin-4. Viéc dung thé tiép hop insulin téc
dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich insulin tac dung kéo dai 1am ting
mot mot cach dang ké thoi gian ban thai cia mau va do bén 14u in vivo cua hiéu
qua, nho vay tan suét diéu tri duoc giam dé cai thién chét luong cudc séng cho
bénh nhan man tinh phai tiém hing ngay. Do véy, né rit hiru ich cho viéc diéu
tri bénh dai thdo dudong. Hon thé, dugc phim theo sang ché thé hién d6 bén lau
m¥ mén vé hiéu qua in vivo va do chuén, va liéu luong c6 thé dugc giam déng
ké khi ding ddng thoi. |

Thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich
insulin tic dung kéo dai c6 thé dugc cung cip dong thoi, 1an Iugt hodic xen k&,
va ¢6 thé duge cung cip ddng thoi véi su két hop thich hop ciia cac lidu luong
hiéu qua. Tét hon 13, thé tiép hop insulin tic dung kéo dai va thé tiép hop peptit
kich thich insulin tdc dung kéo dai co thé dugc luu gitr tach biét trong cc vat
chtra riéng, va sau d6 dugc cung cép dé)ng thovi, 14n luot hodc xen k.

Hon thé, dugc phim cho viée dung ddng thoi theo sang ché c6 thé &
dang b kit trj liéu cho bénh d4i thdo dudng bao gdm thé tiép hop insulin tac
dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich insulin tac dung kéo dai trong
mét vat chira duy nhat hoic tach biét trong céc vat chira riéng. Bo kit nay c6 thé
bao gbém chét mang dugc dung va huéng din sir dung.

Theo mét vi du cu thé cia sang ché, cac bién doi vé cac mic glucoza
huyét duoc danh gia sau khi ding dong thoi thé tiép hop insulin tc dung kéo
dai va thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai cho cho chudt nhét bi dai théo
dudng do STZ (Streptozotoxin) gy ra. Két qua 13, viéc dung ddng thoi thé tiép
hop nay cho thdy mét miu hinh én dinh vé cac mtc glucoza huyét, so véi khi
ding don 1& (FIG.1). Cac mirc glucoza huyét lic d6i duoc so sanh trude va sau

khi ding ddng thoi thé tiép hop insulin tic dung kéo dai va thé tiép hop
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exendin-4 tac dung kéo dai trén cdc mo6 hinh chudt dai thdo duong typ II mdot
14n méi tudn. Két qua 1, viéc dung d?)ng thoi thé hién sy cai thién my man vé
céc mirc glucoza huyét, so véi viée ding don 1é (FIG. 2). Ngoai ra, su ting can
do viéc diéu tri bing insulin khéng thiy co, ching té ring viéc ding ddng thoi
nay lam gidm tac dung phu tidng can do dung insulin (FIG.3).

Khi duogc stir dung trong Ban mo ta, thuat nglt "bénh déi thdo dudng" chi
bénh trao ddi chat gy ra béi su bat binh thudng vé sy tiét hoic chirc ning cia
insulin. Viéc ding ddng thoi duoc phdm theo sang ché cho dbi tugng duoc tién
hanh dé kiém soat ndng do glucoza huyét, nhor d6 diéu tri cho bénh dai thao
dudng.

Khi dugc st dung trong Ban mo ta, thuat ngir "phong ngira" chi tit ca
cac tdc dong ma sy xut hién cia bénh dai thio dudong bi han ché hoic 1am
chim lai béi viée dung ddng thoi duoc phdm theo sang ché, va thuét ngit "diéu
tri" chi tit ca cac tac dong ma cac triéu chimg ciia bénh dai thio duong da dugc
cai thién t6t hon hodc da duoc lam thay dbi theo chiéu hudng c6 loi bai viée
ding dong thoi duoc phim theo sang ché. Viéc didu tri bénh dai thio dudng
nay c6 thé ap dung duoc cho dong vat co via bat ky c6 thé ¢6 bénh dai thao
duong, va cac vi du vé ching bao gdm ngudi va cac dong vét linh trudng ciing
nhu vat nudi nhu trdu bo, lgn, clru, ngua, chd, va meo, nhung khong chi gidi
han trong s6 nay, va tét hon 1a nguoi.

Thuét ngit "dung", dugc st dung trong ban mo ta nay, chi viéc cho bénh
nhan ding mét luong chat d4 dinh trude bing phuong phép thich hop nhét
dinh. Dugc pham c6 thé dugc cung cdp qua cac duong thong thudng bat ky,
mién 13 n6 c6 thé dén dugc md mong mudn. Nhiéu dudng ding thudc c6 thé
dugc 4p dung, bao gdm ding trong mang bung, trong tinh mach, trong co, dudi
da, trong da, qua miéng, tai chd, trong mi, trong phdi va trong hdu mén, nhung
sang ché nay khong chi gidi han & cdc dang ding minh hoa nay. Tuy nhién, do
cac peptit dugc phan cit khi ding qua dudng udng, hoat chét cia ché phim dé
dung qua dudng uéng can duoc bao hodc duge bao ché dé bao vé chéng lai su

phéan hiy trong da day. Tét hon 13, thé tiép hop nay c6 thé dugc cung cp &
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dang dé tiém. Ngoai ra, ché phim tic dung kéo dai nay c6 thé duoc cung cp
bang cach sir dung thiét bi c6 kha ning van chuyén hoat chit vio trong té bao
dich.

Ngoai ra, dugc ph'flm theo sang ché c6 thé duge xac dinh bdi mét sb cac
yéu t6 lién quan bao gdm loai bénh cén didu tri, duong dung, tudi, gioi tinh, thé
trong cia bénh nhan va mirc d§ nghiém trong cla bénh, cling nhu béi loai hoat
chét dugc st dung.

Hon thé, dugc phdm theo sing ché c6 thé bao gdm chit mang dugc
dung. Thuét ngit "chit mang dugc dung" , duoc st dung trong ban mo ta nay,
chi chit mang hoic chét pha lodng khong giy ra su kich thich dang ké téi co
thé va khong lam mét di hoat tinh sinh hoc va c4c dic tinh cua hop chit duoc
cung cip. D& ding qua dudng udng, chit mang dugce dung c6 thé bao gdm chét
két dinh, chit 1am tron chay, chit phén r4, t4 duoc, chat 1am ting do tan, chit
phén tan, chét 6n dinh, chét tao huyn phu, chit mau, va chat tao huong. Déi véi
ché phdm dé tiém, chit mang duoc dung c6 thé bao gébm chét dém, chit bao
quéan, chit giam dau, chit 1am ting d tan, chit ding truong, va chét 6n dinh.
Déi v6i ché phdm dé dung tai chd, chit mang dugce dung c6 thé bao gdm chit
nén, ta duoc, ta dugc tron, va chét bao quan. Ché phém tac dung kéo dai theo
sang ché nay c6 thé dugc bao ché thanh nhidu dang liu ciing véi cdc chit mang
dugc dung néu trén. Vi du, dé dung qua dudong udng, ché phim tac dung kéo
dai nay co thé dugc bao ché thanh vién nén, vién ngam det, vién nang, cdn
ngot, huyn phu, xir6 hodc vién nhén. Ddi vé6i ché phém dé tiém, ché phém tac
dung kéo dai nay co thé dugc bao ché thanh 6ng don liéu hodc vat chira da liu.
Ché phém nay cling cé thé dugc bao ché thanh dang dung dich, hdn dich, vién
nén; thudc vién, vién nang va ché phim tac dung kéo dai.

Mit khéc, vi du vé& chat mang, t4 dugc, va chét pha loang thich hop dbi
véi ché phém nay bao gém lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, xylitol,
erythritol, maltitol, tinh bdt, gdbm cdy keo, alginét, gelatin, canxi phosphat,
canxi silicat, xenluloza, metylxenluloza, xenluloza vi tinh thé,

polyvinylpyrolidon, nudc, metylhydroxybenzoat, propylhydroxybenzoat, talc,
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magie stearat va diu khoang. Ngoai ra, ché phim nay c6 thé con bao gdm chat
don, chét chéng két tu, cht 1am tron chay, chét gitr 4m, chét tao huong, va chét
khéang khuén.

Theo mét khia canh khac, sang ché md ta phuong phap d phong ngira
hoic diéu tri bénh dai thdo dudng, bao gém viéc cho dbi tuong c6 bénh dai thao
dudng hodc ¢6 nguy co mic bénh dai thio duong dung duoc phim chira thé
tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich insulin tac
dung kéo dai.

Viéc ding c6 thé dugce tién hanh bing cach cho ding dong thoi thé tiép
hop insulin tic dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich insulin tac dung
kéo dai, nhung khong chi gidi han &, viéc dung df‘)ng tho, 14n luot hodc xen k&,
va thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich insulin
tac dung kéo dai dugc cung cip ddng thoi vai su két hop thich hop ctia céc liéu
luong hiéu qua.

Ngay ca khi dugc cung cdp mot 1an mdi tuan, ché phdm chira thé tiép
hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich insulin tac dung
kéo dai theo sang ché van thé hién su cai thién my man vé cac muc glucoza
huyét va khong giy ra tac dung phu ting can, va do vy c6 thé sir dung duogc dé
phong ngira hodc diéu tri bénh d4i thao duong.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuit dugc phdm dé phong ngira
hodc diéu tri bénh d4i thdo dudng chira thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va
peptit kich thich insulin.

Thé tiép hop insulin tic dung kéo dai va peptit kich thich insulin 13
gidng nhu da mo ta & trén. Thé tiép hop insulin tac dung kéo dai c6 thé dugc
cung cip ddng thoi véi peptit kich thich insulin nhu cac chét cha van GLP-1 (vi
du, Exenatide, Liraglutide hodc Lixisenatide).

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& xuit duoc phdm dé phong ngira
hodc didu tri bénh déi thio dudng chira insulin va thé tiép hop peptit kich thich
insulin: tdc dung kéo dai.

Insulin va thé tiép hop peptit kich thich insulin tac dung kéo dai 1a gidng
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nhu d3 md ta & trén. Thé tiép hop peptit kich thich insulin tac dung kéo dai c6
thé dugc cung cip dong thoi voi insulin nhu insulin nguyén thé, din xuit
insulin hoc insulin géc.
Vi du thye hién sang ché

Tiép theo, sang ché c6 thé dugc hidu rd hon qua cac vi du duéi day. Cac
vi du nay dugc cung cip dé minh hoa chir khong dugc coi 14 giéi han sang ché
nay.
Vi du 1: diéu ché thé tiép hop insulin tac dung kéo dai

Dé& PEG hoa Fc globulin mién dich & ddu cudi N ciia viing globulin mién
dich Fc bang 5K PropionALD(3) PEG (PEG c6 ba nhém propylaldehyt, NOF,
Japan), ving globulin mién dich Fc va PEG dugc cho phéan tmg véi ty 1& mol
bang 1:2 v6i ndng d6 Fe globulin mién dich bang 10 mg/ml & 4°C trong 4,5 gid.
Luc nay, phan ing dugc thuc hién trong dung dich dém kali phosphat 100 mM
(86 pH=6,0, va bd sung vao c6 SCB 20 mM (NaCNBH;) lam chat khir. Fe
globulin mién dich da PEG hoa dén dugc tinh ché tir hdn hop phan tng bing
cach str dung cot tinh ché Source 15Q (GE Healthcare).

Dé diéu ché thé tiép hop insulin-PEG-Fc globulin mién dich ¢6 mirc do
cai bién phenylalanin (B1F) & vi tri 1 ctia cta chudi beta ctia insulin 16n hon
hoic bang 90%, Fc globulin mién dich da PEG héa dén va insulin da dugc diéu
ché v6i ty 18 mol bang 4:1 va véi tong ndng d6 protein bang 20 mg/ml, va duoc
cho phan tng véi nhau & nhiét d6 4°C trong 20 gid. Dung dich kali phosphat
100 mM (d6 pH=6,0) dugc sir dung lam dung dich phan tng va SCB 20 mM
dugc bd sung vao da 1am chét khir. Sau khi phan tmg két thuc, dung dich phan
g duoc dem tinh ché so bd bang cach sir dung cot tinh ché Source 15Q. Sau
d6, viéc tinh ché 14n hai duoc thyuc hién bﬁng cach str dung cot tinh ché Source
15ISO dé tao ra thé tiép hop insulin-PEG-Fc globulin mién dich.

Vi du 2: diéu ché thé tiép hop exendin-4 tic dung kéo dai

3.4k PropionALD (2) PEG dugc cho phan tng véi lysin (Lys) cua CA
exendin-4 bing cach st dung imidazo-axetyl exendin-4 (CA exendin-4, AP,
USA). Trong sd hai pic ddng phan Lys, pic dong phan cudi (d6ng phan vi tri

ctia Lys27), phan tmg nhiéu hon va d& dang phén biét véi cac pic ddng phan &
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dau cudi N, duge sir dung cho phan g ngiu hop.

Phan Gng nay dugc tién hanh véi ty 18 mol cta peptit:globulin mién dich
Fc 1a 1:8, va tbng ndng d6 cia cac protein 12 60mg/mL & 4°C trong 20 gid.
Phan tmg nay duoc tién hanh trong dung dich gdm 100 mM K-P (d pH = 6,0),
va dung dich SCB 20mM dugc bd sung vio lam chét khir. Dung dich phan tmg
ngiu hop nay duoc tinh ché qua hai c6t tinh ché. Pau tién, 1a c6t SOURCE Q
(XK 16 mL, Amersham Biosciences) dugc st dung dé loai bd mét lugng 16n
globulin mién dich Fc khong tham gia vao phan Gng ngau hop. Bing céch sir
dung 20 mM Tris (pH 7.,5) va 1M NaCl cing vé6i cac gradien mudi, globulin
mién dich Fc c6 d0 gin két twong d6i yéu duoc rira giai sém nhit, va sau dé
exendin-4-globulin mién dich Fc &uqc rira gi4i. Sau qu4 trinh tinh ché déu tién,
mic du globulin mién dich Fc duoc loai bod téi mot mirc nhét dinh, nhung do
globulin mién dich Fc va exendin-4-globulin mién dich Fc ¢6 cac dd gin két
tuong duong nhau trong céc cot trao ddi ion, nén khé c6 thé tach chung ra khéi
nhau mét cach hoan toan. Do d6, viéc tinh ché 14n hai dugc tién hanh béng cach
st dung tinh ky nu6c cia mdi chét liéu nay. Str dung 20 mM Tris (pH7,5) va
1,5M amoni sulfat trong ¢t SOURCE ISO (HR 16 mL, Amersham
Biosciences), cadc mau tinh ché dau tién dugc két hop, va miu nay duoc rira giai
bang ndng do giam dan ctia amoni sulfat. Trong cot HIC, globulin mién dich Fe
c6 46 gin két yéu hon duogc rira giai sém nhit, va sau d6 miu exendin-4-
globulin mién dich Fc ¢6 d gan két manh dugc rira giai. Do ¢6 tinh ky nuéc
khéc nhau r3 rét, nén ching c6 thé d& dang dugc tach ra khoi nhau hon so véi &
trong cot trao di ion.
Cot: SOURCE Q (XK 16 mL, Amersham Biosciences)
Luu luong: 2,0 mL/phut
Gradien: A0 ->25% trong 70 phut B (A: 20mM Tris, do pH = 7.5, B: A+ NaCl
1M)
Cot: SOURCE ISO (HR 16 mL, Amersham Biosciences)
Luu luong: 7,0 mL/phut
Gradien: B 100 —0% trong 60 phit B (A: 20 mM Tris, d0 pH = 7,5, B: A +
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amoni sulfat 1,5M)

Vi du 3: Thir nghiém hiéu qua cia viéc ding ddng thoi thé tiép hop insulin tac
dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tic dung kéo dai trén bénh dai thao
dudng do STZ (Streptozotoxin) gdy ra

Pé thyc hién thi nghiém hi€u qua in vivo cua viéc dung ché phém chtra
thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai
da diéu ché & cac Vi du 1 va 2 hodc viéc ding dng thoi thé tiép hop insulin tac
dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai, cac bién doi vé cac
murc glucoza huyét dugc danh gia bang cach s dung chudt nhit bi dai thao
dudng do STZ (Streptozotoxin) gay ra. |

Bénh d4i thao dudong duoc tao ra & chudt nhit C57BL/6 bay tuln tudi da
cho nhin déi trong 16 gid bang cach tiém trong mang bung dung dich STZ
(50mg/kg, 1mg/mL) trong 10mM chat dém xitrat (d6 pH = 4,5) trong 5 ngay
lién tiép. Sau 2 ngay, 1-2 giot mau dugc rit ra tir tinh mach dudi bing cach sir
dung xi ranh 26 G, va mirc glucoza huyét dugc xéc dinh bang cach duong ké
(OneTouch Ultra, LifeScan, Inc., USA). Su sinh bénh hoc dai thdo dudong dugc
xéc dinh béi glucoza huyét do dugc (350-600 mg/dL).

Céac con chudt nhit da bi gdy bénh déi thdo dudng duogc chia thanh ndm
nhém mdi nhém 5 con: G1, G2, G3, G4 va G5.

Cac nhém nay dugc chia thanh nhém ddi chimg khong duge xir 1y (chi
dung chit din thudc), nhém duge xir Iy bang thé tiép hop exendin-4 tac dung
kéo dai (Smeg/kg), nhém duge xir Iy bang thé tiép hop insulin tac dung kéo dai
(100mcg/kg), nhém duoc xir Iy bang thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai (5
meg/kg) va thé tiép hop insulin tac dung kéo dai (50 meg/kg), va nhém duge xi
Iy bang thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai (Smeg/kg) va thé tiép hop
insulin tac dung kéo dai (100mcg/kg). Sau khi duoc xir Iy bang cac chit thi
nghiém trén, cac bién ddi vé cdc mirc glucoza huyét hing ngay dugc xac dinh
cho mdi nhém.

Két qua 13, viéc xir Iy dong thoi thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va

thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai cho murc glucoza huyét én dinh va hiéu
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qué ha glucoza huyét kéo dai (FIG.1), va tao ra cac murc glucoza huyét thp mot
cach dang ké, khi so véi viéc ding don 1é thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo
dai hosc thé tiép hop insulin tac dung kéo dai.

Nhitng két qua nay chimg t6 ring viéc ding ddng thoi thé tiép hop
insulin tic dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tic dung kéo dai theo sang
ché tao ra hiéu qua ha glucoza huyét dn dinh va kéo dai, va do vdy lam giam
mot cach dang ké lidu luong ding thude, ddn dén su giam bét cac tac dung phu
ctia exendin-4 nhu 6i mira va budn ndn va phong ngira su ting can do viée diéu
tri bang insulin. |
Vi du 4: cac bién d6i v& mirc glucoza huyét lac d6i (AFBG) va thé trong (ABW) v
boi viee ding dong thoi thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop
exendin-4 tac dung kéo dai

Pé thuc hién thir nghiém hiéu qua in vivo cia viéc ding ché phdm chira
thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tic dung kéo dai
da diéu ché ¢ cac Vi du 1 va 2 hodc viéc ding ddng thoi thé tiép hop insulin tac
dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai, su cai thién vé cac
ndng d6 glucoza huyét va trc ché sy ting cin duoc danh gia bang cich sir dung
chudt db/db dai thao duong typ II.

Céac chuét nhit db/db dai thdo dudng typ II duoc chia thinh nhém ding
don 1 va nhém ding ddng thoi thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép
hop exendin-4 tac dung kéo dai. Cac nhém ding don 1é duge xtr Iy lan luot
bang 430nmol/kg thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va 2,3nmol/kg thé tiép
hop exendin-4 tac dung kéo dai bang cach tiém dudi da mot 1an mdi tudn. Céc
nhom ding dong thoi duoc xir 1y bing 108nmol/kg va 216nmol/kg thé tiép hop
insulin tac dung kéo dai va 2,3 nmol/kg thé tiép hop exendin-4 tic dung kéo
dai. Thr nghiém nay duoc tién hanh trong 28 ngiy, va cac con chudt thir
nghiém nay bi dé nhin doi trong 8 gid trude khi xr Iy bing thude 14n dau va
vao ngay cudi cing cia thir nghiém, va sau d6 cac bién dbi vé mic glucoza
huyét lac d6i (AFBG) va thé trong (ABW) trudce khi xir Iy bang thudc va vao

ngay cuoi cung cua thir nghiém duogc kiém tra va dugc tinh toan 1a cac thong so
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thir nghiém cubi.

Céc két qua do AFBG va ABW cho thiy riang viéc ding dong thoi thé
tiép hop insulin tic dung kéo dai va thé tiép hop exendin-4 tac dung kéo dai sau
mdt tudn cho cac hiéu qua m§ man vé su cai thién ndng do glucoza huyét
(FIG.2) va viéc trc ché su tang can (FIG.3) vdi lidu lugng mot phin tu cia
insulin (108 nmol/kg), so vé6i viéc ding don 1& thé tiép hop insulin tac dung kéo
dai. Nhitng két qua nay cho thy rang viéc ding dong thoi thé tiép hop insulin
tac dung kéo dai va thé tiép hop CA exendin-4 tac dung kéo dai c6 uu diém 1a
giam bét nguy co ha glucoza huyét va trc ché sy ting can nho viée giam bét
lidu lwong ding insulin, chimg t6 ring ngay ca khi viéc ding ddng thoi duoc
tién hanh mot 1an mdi tudn, thi vAn ¢6 két qua m§ man vé& hiéu qua ha glucoza
huyét, so v6i viéc tiém hing ngay insulin va chit chii van GLP-1, va ciing tao ra
su kiém so4t glucoza huyét m§ man so véi viée ding don 1&, va cho phép giam
b6t nhu cau insulin, nhé d6 giam bét nguy co ha glucoza huyét va su ting cin
gdy ra boi insulin.

Nhimng két qua nay chimg t6 rang, ngay ca khi ding mét 1an mdi tudn,
thi dugc phidm chira thé tiép hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop
exendin-4 tic dung kéo dai theo sang ché van tao sy kiém soat glucoza huyét
m§ man va khong gy ra su ting cin do viéc diéu tri bang insulin, déng thoi
giam bdt mot cach dang ké céc tac dung phu do viée ding don 1é da biét peptit

insulin va exendin-4.
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YEU CAU BAO HO
1. Dugc phdm chira thé tiép hop insulin tic dung kéo dai va thé tiép hop peptit
kich thich insulin téc dung kéo dai, trong d6 mdi thé tiép hop trong sd thé tiép
hop insulin tac dung kéo dai va thé tiép hop peptit kich thich insulin tic dung
kéo dai duoc tao ra bang cach lién két insulin hodc peptit kich thich insulin véi
mot ving globulin mién dich Fe qua mét ciu nbi khong phai peptit dugc chon
tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen
glycol-propylen glycol, polyol dd polyoxyetyl hda, rugu polyvinyl, dextran,
polyvinyl etyl ete, polyme d& bi phan hiy sinh hoc, polyme lipit, chitin, axit
hyaluronic, va hdn hgp ciia ching;
trong d6 peptit kich thich insulin dugc chon tir nhém bao gdm peptit twong tur
glucagon-1, exendin-3, exendin-4, dan xuit exendin-4 dugc tao ra bing cach
lam khuyét doan nhom amin dau cudi N, din xuét exendin-4 duoc tao ra b?lng
cach thay thé nhém amin ddu cudi N bang nhém hydroxyl, dan xuit exendin-4
duoc tao ra béng cach cai bién nhom amin dau cubi N béng nhém dimetyl, va
dan xuét exendin-4 duogc tao ra bang cach lam khuyét doan a-cacbon cia axit
amin dau tién cua exendin-4;
trong d6 insulin cta thé tiép hop insulin tac dung kéo dai dugc chon tir nhém
bao gém céc nhém (i)-(v) sau day:
(i) insulin nguyén thé chtra peptit thir nhét c6 trinh tu nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO: 1 va peptit thir hai c6 trinh ty nhu duge thé hién trong SEQ ID
NO: 2; | ’
(ii) insulin gbc;
(iii) bién thé insulin chira peptit thir nhit c6 trinh ty nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 1 va peptit thir hai c6 trinh tu nhu dugc thé hién' trong SEQ ID
NO: 2, trong d6 mdt hodc nhiéu géc axit amin c6 trinh ty nhu duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 1 va/hodc SEQ ID NO: 2 1a khéc véi trinh tu axit amin cua
insulin nguyén thé (1) boi viéc thay thé, 1am khuyét doan, cai bién, va/hoic bd

sung, trong d6 bien the insulin nay luu gift chirc ndng kiém soat nong do
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glucoza huyét trong co thé cia di tuong ma dugc cung cip bién thé insulin
nay;

(iv) peptit ddn xut insulin c¢6 trinh ty axit amin tuong ddng so véi insulin
nguyén thé (1) it nhét 80%, trong d6 nhom hoéa hoc cia mdt hodc nhiéu géc axit
amin c6 trinh ty nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va/hoac SEQ ID NO: 2
dugc cai bién hoa hoc, va trong d6 peptit dan xuat insulin huu giit chirc ning
kiém soat ndng do glucoza huyét trong co thé cia ddi trong ma duoc cung cip
peptit dan xuét insulin; hodc

(v) manh insulin nguyén thé (i), manh niy ¢6 mdt hodc nhiéu axit amin da bi
khuyét doan & dau cubi N hodc dau cubi C cua insulin nguyén thé (i) hodc ¢
cac axit amin khong co6 trong tu nhién, trong d6 manh nay luu gilt chlic ndng
kiém soat ndng dd glucoza huyét trong co thé cua dbi twong ma duoc cung cip
manh nay; va

trong d6 cau ndi khong phai peptit c¢6 trong lugng phan tir ndm trong khoang tir
1kDa dén 100kDa.

2. Dugc phim theo diém 1, trong d6 insulin duoc cai bién bang polyme khong
phai peptidyl.

3. Duoc phim theo diém 2, trong d6 polyme khong phai peptidyl dugc chon tir
nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-
propylen glycol, polyol da polyoxyetyl hoa, rugu polyvinyl, polysacarit,
dextran, polyvinyl etyl ete, polyme dé bi phan hity sinh hoc, polyme lipit, chitin,
axit hyaluronic, va hon hop ciia ching.

4. Dugc phim theo diém 1, trong d6 vung globulin mién dich Fc khéng duoc
glycosyl hoa.

5. Dugc phim theo diém 1, trong d6 viing globulin mién dich Fc chira tir mot
dén bén mién dugc chon tir nhém bao g@)m CH1, CH2, CH3 va CH4.

6. Dugc phim theo diém 1, trong d6 viing globulin mién dich Fc con chira ving
ban 18, |

7. Dugc phim theo diém 1, trong d6 viing globulin mién dich Fe 14 ving Fc ¢6

ngudn gbe tir IgG, IgA, IgD, IgE, hoic IgM.
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8. Dugc phim theo diém 1, trong d6 ving globulin mién dich Fc bao gdm cac
mién ¢6 ngudn gbc khac nhau, trong d6 ngudn gdc nay duoc chon tir nhém bao
g6m IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM.

9. Duoc phim theo diém 1, trong d6 ving globulin mién dich Fc 1a mot dime
hoic multime chira cac globulin mién dich chudi don c6 cling ngudn géc.

10. Dugc phim theo diém 1, trong d6 duoc phim nay con chtra chit mang duoc
dung.

11. Duoc phim theo diém 1, trong d6 trong d6 thé tiép hop insulin tac dung kéo
dai va thé tiép hop peptit kich thich insulin tac dung kéo dai duoc cung cip
déng thoi, 14n luot, hoac xen ké&.

12. Dugc phim theo diém 1, trong d6 insulin gbc 13 insulin detemir, insulin

glargin, hodc insulin deglude.
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Mikc glucoza huyét (mg/dl)
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—€— (hit dan thude
—8— Thé iép hop CA exendin4 thc dung kéo dai, Smeghkg
™ Thé tiép hop insulin the dung kéo dai, 100megkg
" Thé tiép hop CA exendin4 tac dung kéo dai, Smegrkg + Thé tiép hop insulin thc dung kéo déi, S0meglkg
Thé tiép hop CA exendin4 thc dung kéo dai, Smegrkg + Thé tiép hop insulin tic dung kéo dai, 100megkg

FIG.1
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FIG.2
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ABW (g)

] crérdan thude

B 11 4 hop CA exendin4 tic dung kéo i, 2 3nmolkg

558 Thé ép hop insulin tac ding kéo dii 430mmolkg

Thé tiép hop CA exendin4 tic ding kéo cb, 2. 3nmolke + Thé tiép hop insulin thc dimg kéo di, 108nmolkg
(T Thé i hop CA exendin4 tic dung kéo dai, 2. 3nmollkg + Thé tidp hop insulin tic ding kéo i, 216nmolkg

FIG.3
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<150> KR10-2011-0053488
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<160> 5

<170> KopatentIn 1.71

<210> 1

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220> :

<223> Chudi anpha cta insulin

<400> 1

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn

20
<210> 2
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Chudi beta cf@ia insulin
<400> 2
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30
<210> 3
<211> 31
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> GLP-1(7-37)

<400> 3
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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> 4
<211> 39
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>
<223> Exendin-3
<400> 4
His Ser Asp 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 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210> 5
<211> 39
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Exendin-4
<400> 5
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 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
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