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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché thé tiép hop bang cach lién két polypeptit
c6 hoat tinh sinh 1y, cau ndi polyme khong phai peptit, va vung hang dinh globulin mién
dich bang lién két cong hoa tri. Cy thé hon, sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché mot
cach hiéu qua thé tlep hop polypeptit c6 hoat tinh sinh ly, trong d6 mu6i duoc st dung
trong phan tmg ngiu hop dé cai thién hiéu sudt thap ctia qua trinh diéu ché thé tiép hop
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy. Thé tiép hop chira polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y - polyme
khong phai peptit - vung hang dinh globulin mién dich ¢ thé duoc diéu ché véi do tinh
khlet va hiéu suét cao bang phuong phap diéu ché theo sang ché. Phuong phap diéu ché thé
tiép hop polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y theo sang ché c6 thé 1am giam chi phi. Vi vay,
phuong phap nay c6 thé dugc sir dung dé phat trién ché pham c6 tac dung kéo dai chua
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, c6 kha nang ap dung cong nghi€¢p va cai thién dugc sy tuan
thu dung thude.
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Linh vire k§ thuét dwoge dé cip

Sang ché dé cap dén phuong phap didu ché thé tiép hop bing cach lién
két polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, ciu nbi polyme khong phai peptit, va ving
hing dinh globulin mién dich bing lién két cong hoa tri. Cu thé hon, sang ché
@& cap dén phuong phép diéu ché thé tiép hop polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy
mot cach hidu qua, trong d6 mudi duoc sir dung trong phéan Ung ngiu hop dé
ci thién hiéu suét thip cia qua trinh didu ché thé tiép hop polypeptit ¢ hoat
tinh sinh ly.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Néi chung, polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y d& bi bién tinh do ching cé
d6 6n dinh thip va dé& bi phan hay béi protein hydrolaza trong mau dé dugc dao
thai mot cach dé dang qua than hodc gan. Vi vy, dé duy tri ndng do trong mau
va hoat luc ctia thudc protein chira polypeptit cé hoat tinh sinh 1y dudi dang
dugc chét, cin phai cho bénh nhén dung thudc trén co s& protein thudng xuyén.
Tuy nhién, trong trudng hop thube protein dugc ding cho bénh nhan chi yéu 13

& dang ché phim tiém, thi viéc tiém thudong xuyén polypeptit c6 hoat tinh sinh
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1y dé duy tri ndng dd trong mau c6 thé giy dau dén qua murc cho bénh nhén va
chi phi diéu tri cao. Pé khic phuc cic vin dé nay, ngudi ta lién tuc tim cach
1am ting t6i da hiéu qua dugc 1y bang cich 1am ting d6 én dinh cua cac thube
protein trong mau va duy tri ndng d9 thubc trong méu trong khoang thoi gian
dai hon. Cn phat trién céc ché phim giai phéng kéo dii nhu vay dé 1am tang
d6 6n dinh cia thudc protein va ddng thoi duy tri hoat lyc ctia chinh céc thubc
ndy & muc du cao, ciing nhu khong giy ra phan tng mién dich cho bénh nhan. |
Trong tinh trang k¥ thuét, & 1am on dinh protein va han ché né tiép xtc
* v6i protein hydrolaza va bi dao thai qua than, d3 biét phuong phap lién két héa
hoc céc polyme cé d9 hoa tan cao nhu polyetylen glycol (dudi ddy dugce goi la
PEG) vao bé mit cia cac thudc 'protein. D3 biét ring PEG c6 tic dung 1am én
dinh protein va pgén ngira su thily phan ciia protein bing cach lién két khong
ddc hiéu véi vi tri ddc hiéu hodc céc vi tri khic cia protein dich dé 1am ting do
hoa tan ctia protein, va khéng giy ra phan tmg phu bat loi bat ky (Sada et al., J.
Fermentation Bioengineering 71: 137-139, 1991).
- Tuy nhién, mic du phuong phép sit dung PEG nhu vdy c6 kha ndng lam
tang thdi gian tudn hoan ciia thubc peptit nhd viée 1am ting khéi lwong phan ti

ctia PEG, hoat luc ctia thudc peptit van bi gidm mdt cach dang ké va tinh phan
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tng cta PEG véi peptit cling bi giam ddng thoi véi mire ting khéi luong phan
ttr, dn dén viéc 1am giam hiéu suét.

Ngoai ra, phuorig phap diéu ché protein dung hop chira manh globuiin
mién dich va polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y c6 thé khéc phuc dugc cac van dé
lién quan dén hiéu suét peg héa thip va tinh khong dic hiéu, nhung cé nhugc
diém 13 mirc ting chu ki ban 13 trong méu cao khong dang ké, trai voi ky vong,
va trong mdt sd trudng hop, n6 ¢ hidu gia thip. DE 1am ting t6i da tac dung
‘ting chu ky ban rd trong méau, nhidu loai phan tir lién két peptit ciing c6 thé
dugc sir dung, nhung né lai c6 thé gdy ra phan tmg mién dich. Ngoai ra, ciing
con c6 cac nhuge diém khac, nhu trong trudng hop st dung peptit c6 cac lién
két disulfua nhu BNP, thi viéc ding giip khé khin do kha ning cudn xoin sai
1éch cao, va trong truomg hop c6 mit cac g axit amin khong nguyén thé, thi
khéng thé tao ra dugc dang tai tb hop di truyén.

Insulin 13 peptit duogc tiét tir cac té bao beta ciia tuy ciia ngudi, dong vai
trd rat quan trong trong viéc kiém soat mirc glucoza huyét trong co thé. Trong
trudng hop insulin khéng dugc tiét hop 1y hoic insulin d3 tiét khong hoat dong
hop iy trong co thé, thi mirc glucoza huyét trong co thé khéng thé kiém soat

duoc va ting, tir d6 gy ra tinh trang bénh dugc goi 13 bénh tiéu dudng. Trudng
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hop bénh tiéu dudng nay dugc goi 14 bénh tiéu dudng typ 2, con trudng hop
insulin khong duoc tiét tir tuy gy ting glucoza huyét thi dugc goi 1 bénh tiéu
duong typ 1. Bénh tiéu dudng typ 2 duoc diéu tri bang thubc 1am ha duong
huyét ding qua dudng miéng chira thanh phin chinh 13 héa chit, va & mot sb
bénh nhén ciing dugc didu tri bing insulin. Mt khéc, viéc diéu tri bénh tiéu
duong typ 1 nhit thiét doi hoi phai ding insuliﬁ.

Phuong phép tr1 liéu bang insulin hién duoc sir dung rong rii 1a phuong
phép tiém insulin vio thoi diém trude khi an va sau khi dn. Tuy nhién, phuong
“phép tri liéu bing insulin nhu viy ddi hoi phai ding né lién tuc ba 1an hing
ngly, va vi vy gy ra rit nhidu dau dén va bt tién cho bénh nhan. P3 cé nhidu
nd luc dé kl1éc phuc vén @& nay. Mot trong cac nd luc d6 13 ting cudng phan
phéi thudc peptit vao co thé theo dudng hit qua khoang miéng hodc khoang
miii bing cich 1am ting d6 thdm cua thudc peptit qua mang sinh hoc. Tuy
nhién, phuong phap nay lai 1dm giam mot cach ddng ké hiéu qua phan phbi
thudc vao co thé so véi phuong phap tiém, va vi vAy hién vin c6 rat nhiéu kho
khin trong viéc duy tri hoat tinh in vivo cia thubc peptit trong didu kién cin

thiét.
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Ngodi ra, ciing di thir nghiém phwong phap 1am chdm qua trinh hép thu
thubc sau khi dua lugng 16n thubc vao dudi da. Theo d6, phuong phap duy tri
ndng d6 thubc trong mau bang cach chi ding thubc mot 14n hing ngay da duoc
giGi thidu. Mot san phdm thudc (vi du, Lantus, Sanofi-aventis) da dugc phé
chudn va hién dang dugc dung cho bénh nhan. Nghién ciru dé cai bién insulin
bang axit béo nhim ting cudng sy lién két ctia polyme insulin va kéo dai thoi
gian Iuu tri nho lién két véi albumin c6 inzit ¢ vi trf dung va trong mau da dugc
tién hanh, va thubc dugc bio ché bang cach sir dung phuong phap niy da dugc
phé chudn (Levemir, NovoNordisk). Tuy nhién, cic phwong phap nhu vy c6
tac dung phu 1a gay dau & vi tri dﬁng, va ngoai ra viéc tiém mot 14n cach quing
hing ngay van gy phién phirc dang ké cho bénh nhén.

Pé khic phuc cac vin d& niy, cac tic gia sang ché di diéu ché dugc thé
tiép hop chira pélypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va ving hing dinh globulin mién
dich bing cach sir dung polyme khéng phai peptit 1am cdu ndi, nhu mot
phuong thirc ¢é ddng thoi 1am ting t6i da chu ki ban rd trong méu va duy tri
hoat tinh in vivo ctia polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y bao gdm insulin. Tuy nhién,
van can c6 phuong phap diéu ché thé tiép hop v6i hiéu sudt va do tinh khiét cao,

vi cAc nguyén lidu thd ciu thanh thé tiép hop déu rat dit tién. Trong bbi canh
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ndy, cac tic gia sang ché di phat hién ra ring khi dang va ndng d6 mubi thich
hop duge bd sung vao dung dich phan tng ding trong budc phan trng ngiu hop
clia qua trinh didu ché thé tiép hop, thi c6 thé diéu ché duoc thé tiép hop chira
polypeptit ¢4 hoat tinh sinh 1y v&i hiéu suit va do tinh khiét cao va chi phi giam,
nh¢ d6 hoan thanh dugc séng‘ché' nay.

Ban chit k§ thuit theo siang ché

Muc dich ctia sang ché 13 nhim cai thién mot cach hidu qua hiéu suit
thdp clia qua trinh didu ché thé tiép hop bing cach lién két polypeptit cé hoat
tinh sinh 1y, ciu ndi polyme khéng phai peptit, va ving hing dinh globulin
mién dich bang lién két cong héa tri.

Theo mot khia canh, dé dat dugc muc dich néu trén, sang ché @ xuét
phuong phép didu ché thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh 1;_': -
polyme khéng phai peptit - ving hing dinh globulin mién dich, bao gém céc
bude: (1) cho polyme khong phai peptit phan tmg v6i mét trong sb polypeptit
c6 hoat tinh sinh 1y hodc ving hing dinh globulin mién dich; va (2) cho hén
hop phan mg thu dugc & bude (1) phan ng véi polypeptit ¢ hoat tinh sinh 1y

hoic viing hing dinh globulin mién dich con lai v6i sy c6 mit ctia mudi.
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Tét hon 13, polyme khong phai peptit c6 thé ¢6 mdi nhém chuc doc 1ap
dugc chon tir nhém bao gdm din xuét aldehyt, din xuit maleimit va din xuét
sucxinimit & ca hai du cia né.

Tt hon nira 13, polyme khéng phai peptit c6 thd dugc lién két voi
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va ving hing dinh globulin mién dich bang cac
nhém chire & ca hai dau cﬁavné dé tao ra lién két cong hoa tri.

Tét hon 13, phuong phap nay c6 thé con bao gbm bude tich phtrc hop
cua polypeptit cé hoat tinh sinh 1y - polyme khéng phai peptit hodc phic hop
clia ving hang dinh globulin mién dich - polyme khéng phai peptit ra khoi hdn
hop phéan ng sau budc (1).

T6t hon 13, mubi c6 thé duogc chon tir nhém bao gém natri clorua, natri
axetat, natri sulfat, natri phosphat, natri cacbonat, natri xyanua, natri xitrat,
natri nitrat, kali clorua, kali axetat, kali sulfat, kali phosphat, kali cacbonat, kali
xyanua, kali xitrat, kali nitrat, magie clorua, magie axetat, magie sulfat, magie
phosphat, magie cacbonat, magie xyanua, magie xitrat, magie nitrat, amoni
clorua, amoni axetat, amoni sulfat, amoni phosphat, amoni cacbonat, amoni
Xyanua, amoni xitrat, amoni nitrat, canxi clorua, canxi axetat, canxi sulfat,

canxi phosphat, canxi cacbonat, canxi xyanua, canxi xitrat, va canxi nitrat.
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Tbt hon nita 13, mubi ¢6 thé dugc chon tir nhém bao gém natri clorua,
natri axetat, natri sulfat, natri phosphat, va kali clorua.

Tét hon 13, mudi c6 thé duoc bd sung & ndng d6 cudi nim trong khoang
tir 0,1 dn 3,0 M.

T6t hon nira 13, mudi c6 thé dugc bd sung & ndng d9 cudi nim trong
khoang tir 0,3 dén 2,5M.

Tét hon, néu mudi duge chon 14 natri clorua, thi mudi nay co thé duoc
bd sung & ndng d6 cudi thip hon 3,0M, néu mudi dugc chon 13 natri axetat, thi
mubi nay co thé dugc bd sung & nc;)ng. d6 cudi thép hon 2,5M, néu mubi duoc
chon 13 natri sulfat, thi mudi nay c6 thé dugc bd sung & ndng dd cudi thdp hon
0,7M, néu mudi duogc chon 1 natri phosphat, thi mubi nay cé thé duoc bd sung
& ndng d6 cudi thp hon 0,8M, hodc néu mudi 13 kali clorua, thi mudi ndy c6
thé dugc bd sung & ndng do cubi 1a 1,0M hoic thip hon.

Tét hon, néu thoi gian phan tmg cta budc (2) ¢ thé nim trong khoang
tir 4 dén 18 gio.

Tt hon, néu nhiét d6 phén tng cia budc (2) cb thé nim trong khoang tir

0°C dén 25°C.
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Tt hon, néu polyme khong phai peptit c6 nhém chirc 13 mot hoic nhiéu
dAn xut aldehyt, thi hdn hop phan tmg con chira tc nhan khir & ndng d6 cubi
nim trong khoang tir 1 dén 100mM.

Tét hon 13, bude (1) cb thé duoc thuc hién & d6 pH nim trong khoang tir
5,0 dén 6,5, va buéc (2) cb thé dugc thuc hién & d6 pH nim trong khoang tir
6,0 dén 8.5.

Tét hon 13, & buée (1), polyme khong phai peptit c6 thé phan ung vé6i
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, va & buéc (2), hdn hop phén tmg cia bude (1)
c6 thé phan tmg véi ving hing dinh globulin mién dich.

Tét hon 13, & bude (1), polypeptit cé hoat tinh sinh 1y va polyme khong
phai peptit c6 thé phan g véi nhau véi ty 1& mol nim trong khoang tir 1:1 dén

11:20, va & bude (2), sin phdm cia budce (1) va ving hing dinh globulin mién
dich c6 thé phan @ng v6i nhau véi ty 16 mol ndm trong khoang tir 1:0,5 dén
1:10.

Tét hon nira 13, bude (2) c6 thé duoc thuc hién véi su ¢6 mit ciia natri

clorua dugc bd sung & nﬁ‘)ng d6 cubi thép hon 3,0M, natri axetat duoc bd sung &

néng do cubi thép hon 2,5M, natri sulfat dugc bd sung & nc‘mg do cudi thép hon

-10-



26139

0,7M, natri ﬁhosphat dugc bd sung & ndng d cudi thip hon 0,8M, hoic kali
clorua dwoc bd sung & ndng dd cudi 1a 1,0M hoic thip hon.

Tét hon 13, cac nhém chie ciia polyme khong phai peptit c6 thé dugc
lién két véi nhém amin c6 mit & dau tan cung N hodc trén mach bén cua géc
Lys cua polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va ving hing dinh globulin mién dich.

" Tét hon 13, polyme khdng phai peptit c6 thé duoc chon tir nhém bao
gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme ciia etylen glycol va
propylen glycol, rugu polyhydric dugc polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic,
polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, axit polylactic (PLA), axit polylactic-
glycolic (PLGA), polyme lipit, chitin, axit hyaluronic, va hdn hop ctia ching.

Tét ﬁon nira, néu polyme khéng phai peptit c6 thé 13 polyetylen glycol.

Tét hon 13, polyme khéng phai peptit c6 thé c6 khéi lwong phan tir nim
trong khoéng tir 1 dén 100 kDa.

Tt hon 13, ving hing dinh globulin mién dich cé thé 13 ving khong
duogc glycosyl hoa.

Tét hon 13, ving hing dinh globulin mién dich c6 thé bao gdm tir mét

dén bén mién dwoc chon tir nhém bao gdm mién CH1, CH2, CH3 va CH4.

-11-
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Tét hon 13, ving hang dinh globulin mién dich c6 thé con bao gém ving
ban 18

Tét hon 14, ving hang dinh globulin mién dich ¢4 thé dugc chon tir
nhém bao gém céc ving hing dinh cé ngudn gbce tir IgG, IgA, IgD, IgE, IgM,
~ t6 hop ctia ching, va thé lai ciia ching.

Tét hon 13, ving hing dinh globulin mién dich c6 thé dugc chon tir
nhém bao gdm céc ving hing dinh caa IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, td hop cia
ching, va thé lai ciia chiing.

Tét hon nira 13, ving hing dinh globulin mién dich c6 thé 13 ving Fc
IgG4.

Con tét hon nira 13, meg hing dinh globulin mién dich c6 thé 12 ving Fc
IgG4 cua ngudi khong dugc glycosyl hoa.

Tét hon 13, polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y c6 thé duoc chon tir nhém bao
gdm hormon sinh truéng ciia ngudi, hormon giai phéng hormon sinh truéng,
peptit giai phong hormon sinh trudng, interferon, thu thé interferon, yéu t6 kich
thich tao cum, peptit gidng glucagon (GLP-1, v.v.), oxyntomodulin, thu thé
dugc ngiu hop protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein li€én

két interleukin, protein lién Kkét xytokin, yéu t5 hoat héa dai thuc bao, peptit dai

-12-
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thuc bao, cac yéu t6 té bao B, cac yéu t6 té bao T, protein A, chét rc ché di ung,
glycoprotein gay hoai tir t& bao, doc t& mién dich, doc t§ lympho bao, yéu td
gdy hoai tir khéi u, chit trc ché khéi u, yéu té sinh trudng chuyén héa, khang
trypsin alpha-1, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin,
erythropoietin dugc glycosyl hoéa, angiopoeitin, hemoglobin, thrombin, peptit
hoat héa thu thé thrombin, thrombomodulin, yéu t6 mau VII, VIIa, VIII, IX va
XIII, chit hoat héa plasminogen, peptit gin két fibrin, urokinaza, streptokinaza,
hirudin, protein C, protein phan {ng C, chét tc ché than t6, chat Gc ché
colagenaza, peoxit dismutaza, leptin, yéu t6 sinh fruc’mg c¢6 ngudn gde tiéu cau,
yéu t6 sinh truéng bidu mé, yéu t6 sinh truong bidu bi, angiostatin, kich thich
t6 tang huyét ap, yéu td sinh truéng xwong, protein kich thich xwong,
canxitonin, insulin, hormon kiém soat thé tich mau, yéu tb tao sun, elcatonin,
yéu t& hoat héa mé lién két, chat e ché con dudng cia yéﬁ t6 md, hormon kich
thich nang, hormon hoang thé héa, hormon giai phéng hormon hoang thé héa,
yéu 6 sinh truéng than kinh, hormon tuyén c4n giép, relaxin, secretin, hormon
kich thich su phat trién ctia xuong va co bip, yéu tb sinh truéng gidng insulin,
horrﬁOn v6 tuyén thuong thin, glucagon, colexystokinin, polypeptit tuy, peptit

giai phéng gastrin, yéu t6 giai phéng hormon tuyén yén, hormon kich thich

-13-
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tuyén gidp, autotaxin, lactoferrin, myostatin, khang nguyén bé mit t& bao,
khang nguyén vic-xin cé ngudn gbc virut, khang thé don dong, khang thé da
dong, va cac manh khang thé.

Tét hon nita, néu polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢6 thé 13 insulin.

Tét hon 13, & budc (1), polypeptit cé hoat tinh sinh 1y va polyme kh(‘)ﬁg
phai peptit c6 thé duoc phan tmg v6i nhau véi ty 16 mol nim trong khoang tir - -
1:1 dn 1:20 trong diéu kién pH tir 5,0 dén 6,5, va & budc (2), hdn hop phan
g thu duge & budc (1) va ving hiang dinh globulin mién dich ¢ thé duoc
phéan g véi nhau véi ty 1€ mol ném trong khoang tir 1:0,5 dén 1:10 trong diéu
kién pH tir 6,0 dén 8,5 véi su ¢6 mit cia mudi, trong d6 néu mudi duge chon 13
natri clorua, thi mudi nay c6 thé duoc bd sung & néng do cudi thip hon 3,0M,
néu mubi durcjc chon 12 natri axetat, thi mudi nay co thé dugce bd sung & néng
d6 cudi thip hon 2,5M, néu mudi dugc chon 13 natri sulfat, thi mudi nay c6 thé
dugc bd sung & ndng d6 cudi thip hon 0,7M, néu mudi duoc chon 13 natri
phosphat, thi muéi nay c6 thé duoc bd sung & ndng d6 cudi thdp hon 0,8M,
hozic néu mudi 13 kali clorua, thi mubi niy c6 thé dugc bd sung & ndng d6 cubdi
13 1,0M hoic thip hon.

Hiéu qua theo sing ché

-14-
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Thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh I - polyme khong phai
" peptit - ving hing dinh globulin mién dich c6 thé dugc diéu ché véi do tinil
khiét va hiéu sudt cao bing phuong phéap diéu ché theo sing ché. Do phuong
phap ndy duogc sir dung dé diéu ché thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh
sinh 1y, nén chi phi c6 thé giam, nhd d6 1am ting kha ning 4p dung cong
nghi€p va su tudn thi ding thudc. Vi vy, phuong phdp nay cé thé duoc str
dung dé phat trién ché phim c6 tac dung kéo dai chira polypeptit c6 hoat tinh
‘sinh 1y.
MBS ta vit tit hinh vé

Fig. 1 13 profin thé hién két qua clia qua trinh tinh ché dung dich cia
phan tmg ngiu hop cia Vi du 2 va 3 bang cot Source 15Q, trong d6 so sanh
lwong Fc globulin mién dich chua phan tmg, thé tiép hop insulin c6 tac dung
kéo dai (insulin-PEG-manh Fc globulin mién dich thé tiép hop) va cac tap chit.
MO ta chi tiét sang ché

Theo mdt khia canh, dé dat duogc cac muc dich néu trén, sang ché dé
xudt phuong phéap diéu ché thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y -
polyme khéng phai peptit - ving hing dinh globulin mién dich, bao gbm céc

bude: (1) cho polyme khong phai peptit phan tmg v&i mot trong sd polypeptit

-15-
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c6 hoat tinh sinh 1§ hodc viing hing dinh globulin mién dich; va (2) cho hdn
hogp phén Umg thu dugc & budce (1) phan ing véi polypeptit c6 hoat tinh sinh ly
hozc ving hing dinh globulin mién dich con lai v6i sy ¢6 mit clia mubi.

Budc (1) 1a bude lién két polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y hoic viing hing
dinh globulin mién dich véi polyme khong phai peptit, va phuong phép lién két
polyme khéng phai peptit v6i polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hoic ving hing
dinh globulin mién dich d4 biét c6 thé duoc st dung. Vi du, viéc lién két nay cb
thé dat duoc b%mg cach cho chung phén ing & nhiét 4o nim trong khoang tir
0°C dén 25°C trong khoang thoi gian tir 1 dén 16 gio. Tét hon 13, mdt polyme
khéng phai peptit c6 thé duoc lién két cong hoa tri voi polypeptit c6 hoat tinh
sinh 1y hodc ving hing dinh globulin mién dich théng qua nhém chirc bing
phan g tao ra lién két cong héa tri. Tgi thdi diém nay, theo loai nhém chirc
tham gia trong phan tng, c6 thé chira tic nhan khir & ndng d6 ndm trong
khoang tir 1 ¢én 20mM dé thuc hién phan tng.

Polyme khong phai peptit c6 thé dugc lién két v6i polypeptit c6 hoat
tinh sinh 1y va ving hing dinh globulin mién dich bing cic nhém chirc chira
trong d6 tao ra cac lién két cong héa tri. Tt hon 13, cac nhém chirc ciia polyme

khoéng phai peptit c6 thé dugc lién két véi nhém amin c6 mit & dau tan cing N
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hodic trén mach bén cia gdc Lys clia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va viing
hing dinh globulin mi&n dich. V& mit nay, vi trf ciia gbc Lys trén polypeptit c6
hoat tinh sinh 1y va viing hing dinh globulin mién dich khéng bi giéi han cu thé
v& vi tri ddc hiéu. Gbc Lys ciing bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, Lys tur
nhién, va c4c axit amin khoéng tr nhién va cac din xuét cia Lys, chimg ndo
“ching chira c4c nhém amin dugc lién két v&i cic nhém chirc ciia polyme
khong phai peptit.

H3n hop phan tmg c6 thé bao gdm san phdm phan tmg, nhu phirc hop
cua polyme khong phai peptit va polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy h_oaic phac hop
ctia polyme khong phai peptit va ving hing dinh globulin mién dich, va hdn
hop phan tng chua phan tng. Vi vy, c6 thé con c6 buédce tach phirc hop cia
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y - polyme khong phai peptit hodc phuc hop cia
ving hing dinh globulin mién dich - polyme khéng phai peptit ra khoi hdn hop
phan tng sau budc (1).

Trong ban mb ta nay, thuat ngir “polyme khong phai peptit” ding dé chi
polyme tuong hop sinh hoc bao gdm hai hodc nhiéu don vi lip lai dugc giit
cing nhau bing lién két cong hoa tri ngiu nhién ngoai lién két peptit. Vi du vé

polyme khong phai peptit hiru ich theo séng ché bao gbm polyetylen glycol,
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polypropylen glycol, copolyme cta etylen glycol va propylen glycol, rugu
polyhydric duqc polyoxyetyl hda, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran,
polyvinyl etyl ete, polyme dé phan hily sinh hoc nhu axit polylactic (PLA) va
axit polylactic-glycolic (PLGA), polyme lipit, chitin, axit hyaluronic va hdn
hop ciia ching, tot hon néu 13 polyetylen glycol (PEG). DAn xuét ciia ching 13
" d4 biét trong linh vuc ndy va cac din xué£ nay c6 thé duge diéu ché mot cach
‘ dé dang bang cach st dung cac phuong phap di biét trong linh vuc ndy ciing
nam trong pham vi ciia sang ché.

Phén tir lién két peptit dugc sir dung trong protein dung hop dugc didu
ché theo phuong phép dung hop trong khung theo tinh trang k¥ thuat c6 nhugc
diém 13 chung bi phan giai in vivo mét cach d& dang bing enzym phan giai
protein, va vi vay vi€c tdng chu ky ban ra cia hoat dugc trong mau do‘bc’ri viéc
sir dung chit mang twong tmg 1am giam ky vong. Tuy nhién, theo sang ché, di
phét hién ra ring chu ky ban 13 ciia peptit trong méu 13 turong tu véi chu ky ban
13 ciia chit mang trong méu, do bai viée sir dung polyme c6 tinh chdng chiu
enzym phén gidi protein. Vi vay, theé sang ché, polyme bét ky c6 chic nang
trén, tirc 1a c6 tinh chdng chiu enzym phén giai protein in vivo, ¢ thé duoc sir

dung 1am polyme khong phai peptit ma khong giéi han pham vi cia sang ché.
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Polyme khong phai peptit cé khbi luong phan tir ndm trong khoang tir 1 dén
100 kDa, va t6t hon 14 ndm trong khoang tir 1 dén 20 kDa. Ngoai ra, polyme
khong phai peptit theo sang ché, d& duoc tiép hop véi polypeptit c6 hoat tinh
sinh 1y, khéng nhitng 13 mét polyme ma c6 thé con 13 hdn hop cia nhiéu loai
polyme khac nhau.

Polyme khéng phai peptit dugc sir dung trong sang ché c6 cac nhém

“chure ¢6 thé dugc tiép h¢p v6i ving Fe globulin mién dich va thubc protein.

Tét hon 13, polyme khéng phai peptit c6 thé duoc lién két véi nhém
amin hodc nhém thiol trén mach bén ciia gbc axit amin chira polypeptit c6 hoat-
tinh sinh 1y @& tao ra lién két peptit, hemithioaxetal, imin, hodc

- ‘thiodioxopyrolidinyl.

Vi du khéng gi6i han pham vi cta sang ché vé cac nhém chirc dau tin
ctia polyme khéng phai peptit c6 thé bao gdm din xuét aldehyt nhu nhém
propionaldehyt vi nhém butyraldehyt, din xuit maleimit va din xuét
sucxinimit. D4n xuét sucxinimit cé thé bao gdm sucxinimidyl carboxymetyl,
sucxinimidyl  valerat, sucxinimidyl =~ metylbutanoat, sucxinimidyl
metylpropionat, sucxinimidyl butanoat, sucxinimidyl propionat, N-

hydroxysucxinimit, hodc sucxinimidyl cacbonat, nhung khong chi giéi han &
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d6. Cac nhém chire ¢6 thé dugc lién két mot cach chon loc véi nhém amin hoge
nhém thiol cia gc axit amin cia ving Fc globulin mién dich va polypeptit cé
hoat tinh sinh 1y dé tao ra lién Kkét cdng hoda tri 'cé thé dugc sir dung ma khong
gi6i han pham vi ciia sang ché.

Céac nhém chirc & ca hai ddu cia polyme khong phai peptit c6 thé 13
gidng nhau hoic khéc nhau. Vi dy, polyme khong phai peptit c6 thé c6 nhém
sucxinimit & mot diu va dan xuét aldehyt nhu nhém propionaldehyt hozc nhém
butyraldehyt & dau kia. Khi polyetylen glycol cé nhém hydroxy phan tng & ca
hai d4u cta n6 duge ding 1am polyme khdng phai peptit, nhém hydroxy cé thé
duoc hoat héa thanh cac nhém chirc khic nhau bing cic phan Gmg héa hoc di
biét, hodc polyetylen glycol dang c6 trén thi trudng cé nhém chirc cai bién c6
thé duogc sir dung dé didu ché dugc thé tiép hop protein cla sang ché.

Tét hon 13, polyme khéng phai peptit ¢6 thé cé nhém propionaldehyt
nhu c4c nhém chirc & ca hai dau.

Viée tiép hop véi PEG, thuong duoc sir dung dé didu ché ché phim
protein cé tic dung kéo dai, 1am ting d6 én dinh cua protein, trong khi khéi
luong phan it ctia PEG cang 16n thi tinh ph&n ng véi protein cang gidm va do

d6 1am giam hiéu suat. Do hiéu suat c6 moi tuong quan mat thi€t véi chi phi va
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kha nang ap dung cong nghié¢p turong Gng, nén viéc lam tdng hi¢u suét 13 diéu
rit quan trong. PEG vé6i nhém chirc aldehyt cé thé dugc ngiu hop véi nhém
amin, c6 mit & dau tdn ciing N hoic trén nhém R ctia gbc Lys cuia polypeptit.
Hiéu suét cta qué trinh peg hoéa c6 thé thay dbi tiy thudc vao ty 1é mol giita
PEG va c4c protein, ndng do ciia dung dich phan tng, thoi gian phan tmg, pH,
nhiét 49, v.v.

Tuy nhién, khi polyme khéng phai peptit bao gbm PEG v6i hai hodc
nhidu nhom chirc dugc ding 1am cdu néi giita hai polypeptit khac nhau, thi cin
c6 hai hodc nhiéu budc trong phan tng, do d6 lam giam hiéu suét tong. Dic
biét 1a, d3 quan sat dugc budc phan tng thir hai (trong d6 polypeptit c6 hoat
tinh sinh 1y hodc ving hing dinh globulin mién dich dugc tiép hgp véi polyme
khong phéi peptit cé hai hodc nhiéu nhém chirc phan tng 14n lugt véi ving
hing dinh globulin mién dich hogc polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, duéi day
dugc ding dé chi “phan tng ngiu hop”) dwoc thyc hién vé6i hiéu suit thip hon
dang k& so v6i budc phan tg thir nhét trong d6 polypeptit c¢6 hoat tinh sinh Iy
hoic ving hing dinh globulin phan tng mién dich vé6i polyme khéng phai

peptit ¢6 hai hogic nhiéu nhém chirc.
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Céc tac gia sang ché da phét'hién ra mdi trong quan gitra viéc bd sung
mudi trong qué trinh phéan tng ngiu hop va hiéu sudt phan tng, va khing dmh
duogc rang hiéu suit cia phan tmg ngiu hop dugc cai thién bang cach str dung
mudi.

Mubi theo sang ché 13 hop chét ion rcé dién tich toan phan trung tinh thu
duoc tir qua trinh tao ra dién lién két giira s6 hrong béng nhau cla anion va
cation (c6 tinh dén héa tri ion), va phéan ly thanh cation va anion trong dung
dich nudc. Theo muc dich clda sang ché, mubi c6 thé dugc bd sung vao dung
dich phan tng sao cho phirc hgp cua polyme khong phai peptit va polypeptit co
hoat tinh sinh Iy hodc phttc hop ctia polyme khong phai peptit va vung hing
dinh globulin midn dich dugc lién két véi ving hing dinh globulin min dich
hodc polypeptit c6 hoat th'nh sinh 1y dé tao ra lién két cdng hoa tri. Cation tao ra
mudi thong thudng bao gdm amoni (NH4"), canxi (Ca®"), sét (Fe** hoic Fe™),
magie (Mg®"), kali (K"), pyridin (CsHsNH"), amoni bac bén (NR4") hoic natri
(Na"), va anion c6 thé bao gdm axetat(CH;COO-), cacbonat (CO5™), clorua (CI
), xitrat (HOC(COO-)(CH,COO),), xyanua (CN), nitrat (NO5), nitrit (NO,),
phosphat (PO,>) hozc sulfat (SO,*). Mubi c6 thé dugc tao ra & dang hdn hop

clia cac cation va anion néu trén. Muoi nay c6 thé 1a muoi thong thudong dugc
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sir dung trong linh vuc k¥ thudt, nhung khong chi gidi haﬁ &, t6t hon 13 natri
clorua, natri axetat, natri sulfat, natri phosphat, natri cacbonat, natri xyanua,
natri xitrat, natri nitrat, kali clorua, kali axetat, kali sulfat, kali phosphat, kali
cacbonat, kali xyanua, kali xitrat, kali nitrat, magie clorua, magie axetat, magie
sulfat, magie phosphat, magie cacbonat, magie xyanua, magie xitrat, magie
nitrat, amoni clorua, amoni axetat, amoni sulfat, amoni phosphat, amoni
cacbonat, amoni xyanua, amoni Xitrat, amoni nitrat, canxi clorua, canxi axetat,
canxi sulfat, canxi phosphat, canxi cacbonat, canxi xyanua, canxi xitrat, hodc
canxi nitrat. T6t hon nita, néu mubi c6 thé 13 natri clorua, natri axetat, natri
sulfat, natri phosphat, hoic kali clorua. Pbi véi mudi, dang thich hop c6 thé 14
dang ty do dugc chon tuy thudc vao dang polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va
dung moéi phéan tng.

Mudi ¢6 thé chira trong dung dich phan @ng sao cho polyme khong phai
peptit duoc lién két v6i polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hoic Vﬁpg hing dinh
globulin mién dich nhd mdt nhém chirc duge lién két mot cach hiu qua véi
ving hing dinh globulin mién dich hodc polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y nho
nhém chire khac. Pé 1am ting hiéu suit cta phan tng ngiu hop ciia polyme

khong phai peptit, ndng d6 cudi ciia mudi cé thé twong ddi cao, vi dy, thap hon
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3,0 M. Ngudng ndng d6 thip cia mubi 6 thé dwogc xé4c dinh bang cach lap lai
 chc thir nghiém, va v6i ndng d6 muéi thich hop, vi du, ¢6 thé d& xuét ndng do
cubi ctia mudi ndm trong khoang tir 0,1 dén 3 M, va tét hon 13 & ndng d6 cudi
nam trong khoang tir 0,3 dén 2,5M trong qu4 trinh phan ﬁng ngau hop.

Tét hon, néu mubi dugc chon 1a natri clorua, thi mubi ndy c6 thé dugc
bd sung & ndng d6 cudi thip hon 3,0M, néu mudi dugc chon 13 natri axetat, thi
mudi ndy c6 thé dugc b sung & ndng dd cudi thip hon 2,5M, néu mudi duogc
chon 12 natri sulfat, thi mudi nay c6 thé dugc bd sung & ndng do cudi thdp hon
0,7M, néu mudi dugc chon 14 natri phosphat, thi mudi nay c6 thé duoc bd sung
& ndéng d6 cudi thip hon 0,8M, hodc néu mudi 13 kali clorua, thi mudi ndy c6
thé duogc bd sung & néng d6 cudi 1a 1,0M hodc thép hon. Néu ndng d6 mudi
vuot qua khoang néu trén theo loai mudi duoc chon, thi hiéu suét ting, nhung
c6 thé x4y ra hién twong két tu ngoai ¥ mubn. Mic du x4y ra hién tuong két tu
nhung van c6 thé diéu ché duoc thé tiép hop, tuy nhién s& phat sinh nhitng khé
khin trong qua trinh diéu ché. Vi véy, dé thuan tién cho qua trinh, t6t hon 13
mudi duoc bd sung & ndéng dd khong giy ra hién turong két tu qua mirc, tic 13
khéng tao ra két tu hoic chi tao ra két tu nho. Vi dy, néu viéc bd sung mubi

trong qua trinh phan @ng ngiu hop lam ting hiéu suit téng so véi trude khi bd
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sung mudi mic di c6 hién tuong két tu, thi hién twong két tu nhu vay co thé
chip nh4n dugc chimg nao n6 khong gy ra cac van dé nghiém trong trong qué
trinh téch va/hofc tinh ché.

Theo phuong an cu thé cia sang ché, khi thé tiép hop dugc diéu ché
bang céch lién két insulin, cAu nbi PEG chira nhém chirc 13 hai nhém aldehyt,
va ving hing dinh globulin mién dich, phén tmg dugc thuc hién bing cach sir
dung mudi trong céc didu kién khac nhau dé 1am tang hidu sudt. D3 thiy ring
| viéc str dung mubi trong qua trinh phan ng ngiu hop 1am ting hidu sut (Bang
1). Ngoai ra, cac téé gia sang ché da thdy ring viéc ting hiéu sudt ciia phan Gng
ngiu hop nhd bd sung mubi c6 thé dat dugc bing cach ngin ngira tao ra tap
chét do phan ing phuy, vi du, ngén ngra tao ra multime c6 thé tao ra tir viéc gén
két cﬁa hai phtrc hop insulin-PEG khéc nhau véi hai diu N ctia mot ving hing
dinh globulin mién dich (Fig. 1).

Theo sang ché, t6t hon 13 phan tng ngiu hop, tic 13 phan Gmg clia budc
(2) c6 thé dugc thuc hién trong khoang thoi gian tir 4 dén 18 gid. Ngodi ra,
phan tmg ngiu hop c6 thé dugc thuc hién & nhiét 3 ndm trong khoang tir 0°C

dén 25°C. Tuy nhién, diéu kién phan ting khong gi6i han & do.
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Theo sang ché, néu polyme khong phai péptit c6 nhém chirc 1a mét hodc
nhiéu din xuét aldehyt, thi hdn hop phan tmg c6 thé con chira tic nhan khir &
ndng d6 cubi nim trong khoang tir 1 dén 100mM.

Theo sang ché, tic nhan kht’r’nghia 13 hop chét c6 tac dung 1am gidm lién
két imin thuén nghich dugc tao ra tir phan Ung giita nhém aldehyt ciia polyme
khong phai peptit va nhdm amin ctia polypeptit (polypeptit cé hoat tinh sinh 1y,
'Vl‘mg hﬁng dinh globulin mién dich), nho d6 tao ra lién Két cong hoa tri, va
duoc du dinh bao ham toan bd céc tic nhan khir d3 biét trong linh vuc nay. Pbi
v6i muc dich cta sang ché, tac nhan khir c6 thé duogc bd sung vao dung dich
phan tmg trong d6 polyme khong phai peptit tao ra lién két cong héa tri véi
polypeptit cé hoat tihh sinh 1y hodc ving hing dinh globulin mién dich. Chimng
'nao né dugc su dugg thong thuong trong linh vuc k¥ thudt ndy, thi tdc nhan
khtr bét ky co thé dugc sir dung theo sang ché. Tt hon 13, vi du vé tac nhan
khtr c6 thé bao gdm, nhung khong chi gii han &, natri xyanoborohydrit, phirc
hop boran pyridin, natri borohydrit, phttc hgp boran dimetylamin, phirc hop
boran trimetylamin hodc natri triacetoxyborohydrit. Tac nhan khir thich hop co
thé 1a dang tu do dugc chon tuy thudc vao loai polypeptit cd hoat tinh sinh ly

hoic ving hing dinh globulin mién dich va dung méi phan tng.
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T4c nhan khir chira trong dung dich phéan tng dé tiép hop polypéptit co
hoat tinh sinh 1y hodc viing hing dinh globulin mién dich véi polyme khong
phai peptit. Tac nhan khir c6 thé dugc chira & ndng do ném trong khoang tir 1
dén 20mM dbi véi phan tmg giira polypeptit cé hoat tinh sinh Iy va polyme
khong phai peptit hodc ving hing dinh glbbulin mién dich va polyme khong
phai pepﬁt (phén tng cta budc (1)), va & ndng d6 nim trong khoang tir 1 dén
100mM déi v6i phan rng ngiu hop (phan Gmg clia bude (2)).

Tét hon 13, budc (1) c6 thé dugc thuc hién & d6 pH ndm trong khoang tir
5,0 dén 6,5 va bude (2) cb thé dugc thuc hién & do pH nim trong khoang tir 6,0
dén 8,5. Ngoai ra, phan umg cé thé duoc thuc hién trong cac diéu kién ¢ do
bén ion duoc kiém soat trong khoang tir 20 dén 500mM bang céach sir dung
natri xitrat va kali phosphat hoéc HEPES, nhung khong chi gigi han & dé.

Theo phuong 4n cu thé cia sing ché, PEG c6 nhém chic 1a
propionaldehyt & ca hai diu ctia n6 dugc s dung 1am polyme khéng phai
peptit va dugc phdn Ung véi insulin dudi dang polypeptit cé hoat tinh sinh ly
dé diéu ché phirc hop ctia PEG-insulin, v tiép theo phan ng ngiu hop véi
~ ving hing dinh globulin mién dich dugc thyc hién véi su cé mit cia mpéi dé

diéu ché thé tiép hop ctia insulin-PEG-viing hing dinh globulin mién dich.
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Nhu dugc mé ta trén déy, su lién két voi polyme khong phai peptit xay
ra gitra cdc nhém chuc cida polyme khong phai peptit va nhém amin c¢6 mit &
diu tan cing N cia polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy hoic ving hing dinh
globulin mién dich hoic nhém amin hoic nhém thiol trén mach bén cta géc
axit amin céﬁ thanh ching. Trong khi d6, do ving hing dinh globulin mién
dich c6 hai ddu N, mot ving hing dinh globulin mién dich duoc gin qua hai
nhom chuc trén cung cua phén tir polyme khong phai peptit, hodc qua nhoém
chirc trén hai phén tir polyme khong phai peptit khac nhau. Tuy nhién, t6t hon
13 thé tiép hop duoc tao ra bang phuong phap didu ché theo sang ché duédi dang
ma mdi mot phan tr clia polypeptit cé hoat tinh sinh 1y, polyme khong phai
peptit va ving hang dinh globulin mién dich dugc lién két véi nhau, tirc 13 mot
phan tir ciia polypeptit cé hoat tinh sinh 1y va mot phén tir ciia ving hing dinh
globulin mién dich duoc lién két v6i ca hai dau ctia mot polyme khong phai
peptit. Nguoc lai, khi mét ving hing dinh globulin mién dich dugc lién két véi
hai nhém chirc cia cung phéan tir polyme khong phai peptit, thi toan by nhom
chirc & ca hai ddu ciia polyme khéng phai peptit duoc lién két véi ving hing
dinh globulin mién dich, va do d6 ching khong thé lién két dwoc vai polypeptit

c6 hoat tinh sinh 1y bing phan tmg ngau hop. Khi mét ving hing dinh globulin
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mién dich dugc lién két v6i timg nhém chirc ciia hai phan tir polyme khong
phai peptit khac nhau, thi c¢6 thé tao ra multime & dang dime gia.

Vi vay, theo mot phuong 4n thuc hién cua sang ché, & bude (1), polyme
khong phai peptit phan g véi polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, va & budc (2),
hSn hop phén g thu dugc & bude (1) phan Gmg véi ving hing dinh globulin
mién dich. Néu polyme khong phai peptit phan Gmg trude tién véi polypeptit c6
hoat tinh sinh 1y & tao ra phtrc hop clia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y - polyme
khong phai peptit, va phirc hop nay phan tmg véi ving hing dinh globulin
mién dich bang phan g ngiu hop, thi né cé thé ngin ngira viéc tao ra phirc
hop béng cach lién két mot vimg hang dinh globulin mién dich véi cé hai dau
ctia mé6t polyme khong phai peptit, diéu ndy cé thé xay ra khi ving hing dinh
globulin mién dich va polyme khong phai peptit dugc phan (g tméc tién.

Theo vi du cu thé vé phuong an néu trén, tbt hon 1a & bude (1),
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va polyme khong phai peptit dugc phan ing véi
ty 18 mol nam trong khoang tir 1:1 d&n 1:20, va & budc (2), phic hop cia
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va polyme khong phdi peptit dudi dang san
phim ctia bude (1) va ving hing dinh globulin mién dich duoc phan g véi ty

1¢ mol nam trong khoang tir 1:0,5 dén 1:10, nhung khong chi giéi han & d6.
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Dic biét hon, bude (2) c6 thé dwoc thuc hién bing cach bd sung natri
clorua & ndng d6 cubi thdp hon 3,0M, natri axetat & ndng d6 cudi thip hon
2,5M, natri sulfat & ndng d6 cudi thip hon 0,7M, natri phosphat & ndng do cubi
thip hon 0,8M, hodc kali clorua & ndng d6 cubi 1 1,0M hodc thip hon, nhung
khong chi gi6i han & dang va ndng d6 mudi. Chimg nio hién twong két tu quéa
mirc di @& giy anh hudng cho quy trinh trong d6 hdn hop phén ung khong
duogc tao ra, thi cac dang mudi khac nhau c6 thé duoc bd sung & cac néng do
khéc nhau. Mubi c6 thé dugc st dung & nc“mg do gay ra hién tuong két tu tuong
~ Ung véi muc két tu ma duge coi nhu 14 6 thé che“ip nhin duoc khi khong dugce
bb sung mudi.

Dic biét hon, budce (1) 1a budc phan ing polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y
v6i polyme khong phai peptit v6i ty 1€ mol ndm trong khoang tir 1:1 dén 1:20 |
trong didu kién pH tir 5,0 dén 6,5, va budc (2) 12 bude cho hdn hop phan tng
thu dugc & budce (1) phan tng v6i ving hing dinh globulin mién dich véi ty 18
mol ndm trong khoang tir 1:0,5 dén 1:10 trong diéu kién pH tir 6,0 dén 8,5 véi
su c6 mat cia mudi, va néu mubi duoc chon 13 natri clorua, thi mubi nay co thé
duge bd sung & néng do cuc"')i, thép hon 3,0M, néu mubi duogc chon 13 natri

axetat, thi mudi nay c6 thé dugc bd sung & nong dd cudi thap hon 2,5M, néu
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muéi duge chon 13 natri sulfat, thi mubi ndy cé thé duoc bd sung & ndng d6
cuéi the“ip hon 0,7M, néu mubi duogc chon 1a natri phosphat, thi mubi nay co thé
duoc bd sung & néng d6 cudi thép hon 0,8M, hoidc néu mudi 12 kali clorua, thi
‘mudi niy c6 thé dugc b sung & ndng dd cubi 1a 1,0M hogc thip hon.

Budc (1) 12 phan tng dé diéu ché phirc hop ciia polypeptit c6 hoat tinh
sinh 1y - polyme khong phai peptit, va sau d6 cé thé thye hién tiép budc tinh
ché san phidm. Budc (2) 1a phan tmg dé didu ché thé tiép hop chira polypeptit
¢6 hoat tinh sinh 1y - polyme khong phai peptit - ving hing dinh globulin mi&n
dich bang cach cho phirc hop clia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y - polyme
khong phai peptit duéi dang san phim ctia buéc (1) phan tng véi ving hing
dinh globulin mién dich. Thé tiép hop c6 thé dugc diéu ché véi hiéu suét cao
bang cach kiém soét cac diéu kién phan g va ty 1 mol clia cac chét phan tmg
nhu dugc mo ta trén day.

Trong ban md ta ndy, thuit ngir “polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y”” ding dé
| chi polypeptit c¢6 chirc ning sinh 1y hoc in vivo nhit dinh theo khéi niém chung.
N6 c6 chu tric polypeptit thong thuong va cé cic hoat tinh sinh 1y khac nhau.
Khi co thé bét thuong vé mit sinh 1y do viéc tiét thiéu hut hoic du thira cac

chét lién quan dén chirc ning nhét dinh, thi polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y cé
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thé didu hoa s bidu hién gen hodc chirc ning sinh 1y hoc, nhy d6 diéu chinh
duoc su bat thudng. Polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢ thé 13 thubc protein
thong thudng. |

Polypeptit cé hoat tinh sinh 1y c6 thé dugc chon tr nhém bao gém
hormon sinh truéng ctia ngudi, hormon gidi phong hormon sinh trudng, peptit
giai phong hormon sinh trudng, interferop, thu thé interferon, yéu t6 kich thich
tao cum, peptit giéng glucagon (GLP-1, v.v.), oxyntomodulin, thu thé duoc
ngiu hop pro‘tein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein lién két
interleukin, protein lién két xytokin, yéu td hoat hoa dai thuc bao, peptit dai
thuc bio, cac yéu tb té bao B, cac yéu t6 té bao T, protein A, chit wc ché di ing,
glycoprotein gy hoai tir t& bao, doc t6 mién dich, doc t6 lympho bao, yéu t6
gay hoai tir khéi u, chit tc ché khéi u, yéu tb sinh truéng chuyén héa, khang
trypsin alpha-1, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin,
erythropoietin dugc glycosyl hoa, angiopoeitin, hemoglobin, thrombin, peptit
hoat héa thy thé thrombin, thrombomodulin, yéu t&6 mau VII, VIIa, VIII, IX vi
XIII, chét hoat héa plasminogen, peptit gin két fibrin, urokinaza, streptokinaza,
hirudin, protein C, protein phan tmg C, chit tc ché than t6, chit wc ché

colagenaza, peoxit dismutaza, leptin, yéu t0 sinh truédng c6 ngudn goc ti€u cau,
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yéu t6 sinh truéng biéu mo, yéu td sinh trudng biéu bi, angiostatin, kich thich
t6 ting huyét ap, yéu t6 sinh trudng xuong, protein kich thich xwong,
canxitonin, insulin, hormon kiém so4t thé tich mau, yéu t tao sun, elcatonin,
yéu t6 hoat héa mé lién két, chét trc ché con dudng ciia yéu t6 mé, hormon kich
thich nang, hormon hoang thé héa, hormon giai phong hormon hoang thé héa,.
yéu t6 sinh truéng thin kinh, hormon tuyén can giap, relaxin, secretin, hormon
‘ lﬁch thich su phat trién ctia xwong va co bip, yéu t6 sinh trudng gidng insulin,
hormon vé tuyén thuong thin, glucagon, colexystokinin, polypeptit tuy, peptit
giai phéng gastrin, yéu td giai phéng hormon tuyén yén, hormon kich thich
tuyén giap, autotaxin, lactoferrin, myostatin, khang nguyén bé mit té bao,
khang nguyén vic-xin c6 ngudn gbc virut, khang thé don dong, khang thé da
dong, va cac manh khang thé. Tét hon, néu polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y c6
thé 13 insulin, nhung khong chi gi¢i han & d6.

Insulin dugc sir dung trong phurong 4n ciia sang ché 13 loai peptit c6 hoat
tinh sinh 1y duoc tiét ra tir tuy khi mtrc glucoza huyét tr& nén cao, c6 tac dung
kiém soat mirc glucoza huyét bing cach gay hip thu glucoza vio gan, co xuong
va cac mé chira m& tir mau va cét gitr dudi dang glycogen, va ngin chin duoc

qua trinh phén hiy chét béo, trao dbi chit bing cach sir dung chét béo 1am
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| ngudn ning lugng. V& mit ciu trac, insulin bao gdm chudi alpha va chudi beta.
Céc thuat ngir chudi insulin alpha va chudi insulin beta c6 thé duoc sir dung
hoan ddi 14n lugt trong tmg véi chudi insulin A va chudi insulin B. C4c peptit
ndy bao gdm chét chii van insulin, tién chét, ddn xuit, manh va cac bién thé.
Insulin ty nhién, insulin cé tdc dung nhanh, va insulin c6 tc dung kéo dai dugc
uu tién.

Insulin tr nhién 13 hormon dugc tiét tir tuy va co tac dung kiém soat
mitc dudng huyét trong co thé bang cach thic diy qué trinh hip thu glucoza
trong t& bao va trc ché qua trinh phan giai lipit. Insulin c6 chirc ning diéu hoa
mite glucoza huyét dugc tao ra tir tién chit tién insulin chtr khong c6 chirc ning
didu hoa mirc glucoza huyét, nho mét loat quy trinh. Trinh ti axit amin cta
insulin 14 nhu sau:

- Chudi alpha:

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

- Chubi beta:
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Phe-Val-Asn—Gln-His-Leu—Cys-Gly—Ser—His—Leu-Val-Glu—Ala—Leu—Tyr-
Leu-Val-st—Gly—Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr—Pro-Lys-Thr (SEQ ID NO.
, 2

Chét cha van insulin nghia 12 chit gén két v6i thu thé insulin in vivo va
c6 hoat tinh sinh hoc gidng nhu insulin bit ké céu tric ctia insulin.

Dan xuét insulin ding dé chi peptit c6 c6 mirc twong ddng vé trinh t
axit amin 13 it nht 80% so v6i insulin tir nhién, c6 mét s6 nhém géc axit amin
d3 stta ddi & dang thay thé bing héa hoc (vi du, alpha-metyl héa, alpha-
hydroxyl héa), loai bd (vi du, khir amin héa) hodc cai bién (vi du, N-metyl hoa,
glycosyl hod, axit béo), va c6 tac dung kiém soat mirc duong huyét trong co thé.

Manh insulin ding d& chi dang insulin cé6 mdt hodc nhidu axit amin
duoc bd sung, hodc dugc khuyét doan, nhém dau tdn amino hoic carboxy cla
insulin, va axit amin khi dwoc bd sung ciing c6 thé 13 axit amin khong tw nhién
(vi dy, axit amin dang D). C4c manh insulin nhu vy van c6 tac dung kiém soat
mirc dudng huyét trong co thé.:

Bién thé insulin dung dé chi peptit khic véi insulin & mét hogc nhidu
trinh ty axit amin, va van c6 tic dung kiém so4t mirc dudong huyét trong co thé.

Céac phuong phap didu ché chit chi véan insulin, din xuat, manh va céc
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bién thé tuong tng co thé duoc sir dung mdt cach ddc 1ap hodc Két hop. Vi du,
peptit insulin c6 thé 13 peptit c6 mdt hodc nhidu trinh tr axit amin khac véi
trinh ty axit amin cia insulin va da dugc khir amin héa & gbc axit amin diu N,
c6 tac dung kiém soat mirc dudng huyét trong co thé.

Trong ban mé ta nay, thuit ngir “ving hing dinh globulin mién dich”
dung dé chi manh globulin mién dich khéng c6 ving bién dbi cia chudi nhe va
chudi ning, Vﬂmg hing dinh 1 cta chudi ning (CHI), va ving hing dinh cia
chudi nhe (CL), tirc 13 ving Fc bao gdm céc ving hing dinh 2 va 3 cta chudi
ning (CH2 va CH3) (hoge ké ca viing hing dinh cta chudi ning (CH4)). Tuy ¥,
ving Fc globulin mién dich cé thé con chira ving ban 18. Ngoai ra, ving hing
dinh globulin mién dich theo sang ché c6 thé 1a vung Fc globulin mién dich m&
rong bao gdm mot phin hoic toan bd ving hing dinh 1 ciia chudi niang (CHI)
va/hodc ving hing dinh cta chudi nhe (CL) chi ngoai trir ving bién dbi cua
chudi ning va chudi nhe cta globulin mién dich ching ndo né cé tic dung gin
gidng hodc vuot trdi so voi ving bién dbi ciia ving hing dinh globulin mién
dich tu nhién. Ngoai ra, ving hing dinh globulin mién dich theo sang ché c6
thé thiéu phén trinh tu axit amin quan trong tuong tmg v6i CH2 va/hoic CH3.

Do d6, ving hing dinh globulin mién dich theo sang ché c6 thé chira (1) mién
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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) td hop clia mot hogic
nhidu mién c¢b dinh va viing ban 18 globulin mién dich (hoic mdt phin ving
ban 18), hoic (6) dime cﬁa timg mién ¢ dinh cta chudi ning va ving hing
dinh cta chudi nhe.

Ving hing dinh globulin mién dich bao gdm ving Fc 13 polypeptit dé -
phan hay sinh hoc co thé dugc chuyén hoa in vivo, sao cho nd co thé duogc sfr
dung mot cach an toan duédi dang cht mang thubc. Ngoai ra, ving Fc globulin
mién dich c6 1qi hon trong san xuét, tinh ché va hiéu suét san xuét thé tiép hop
S0 v6i toan bd phén tir globulin mién dich do béi khéi Iugng phan tix thip hon
tuong ddi ciia né. Ngoai ra, do n6 khdng cé Fab 13 viing cé tinh khong ddng
nhét cao do s khac nhau v& trinh tir axit amin gitra mot khang thé véi khang
thé khéc, nén Fc globulin mién dich riéng r& tao ra thé tiép hop c6 tinh ddng
nhét cao hon dang ké, va 1am giam kha ning giy ra tinh khang nguyén trong
mau.

Mit khéc, ving hing dinh globulin min dich c6 thé c6 ngudn gbc tir
nguoi hodc dong vat nhu bo, dé, lon, chudt nhét, thd, chudt hamster, chudt

dong, chudt lang, v.v., va tot hon 1a n6 cé ngudn goc tir ngudi. Ngoai ra, ving
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hing dinh globulin midn dich c6 thé dugc chon tir manh Fe cé ngudn gbc tir
IgG, IgA, VIgD, IgE, IgM, hodc tb hop hoédc thé lai cia ching. Tét hon 13, ving
hing dinh c6 ngudn gbc tir IgG hoic IgM, 13 nhimg khang thé cé nhiéu nhit
trong mau, va tot nhét 13 tir IgG 13 khang thé d3 biét 1am ting chu ky ban ri lién
két phéi tir-protein trong huyét thanh.

Trong ban mé ta ndy, thuat ngir “két hop” c6 nghia 12 polypeptit ma hoa
ving hing dinh globulin mién dich s¢i don (tt hon néu 13 ving Fc) ctia gbc
gidng nhau duoc lién két véi polypeptit soi don ciia gbc khic nhau dé tao ra
dime hodc multime. Tirc 13 dime hodc multime c6 thé dugc diéu ché bang cach
két hop hai hoic nhidu méanh duoc chon tir nhém bao gdm manh IgG Fc, IgA
Fc, IgM Fc, IgD Fc va IgE.

Khi sir dung trong ban mé ta ndy, thuat ngir "thé lai" nghia 13 trinh tu
m3 héa hai hoic nhidu ving hing dinh globulin mién dich c¢6 ngudn gdc khac
nhau cé mit trong sgi don ctia ving hang dinh globulin mién dich (t6t hon, néu
132 ving Fc). Theo séang ché, cic dang thé lai khac nhau 13 sin c6. Vi dy, mién
thé lai c6 thé bao gém tir mot dén bdn mién duge chon tir nhém bao gém CH1,
CH2, CH3 va CH4 of IgG Fc, IgM Fc, IgA Fc, IgE Fc va IgD Fc, va c6 thé bao

gbm ving ban I&.
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IgG dugc chia thanh cac phan 16p IgGl, IgG2, IgG3 va IgG4, va theo
sang ché, t6 hop hodc hydrua ciia ching ciing c¢6 thé dugc sir dung. Pugc vu
1 tién 13 cac phan 16p IgG2 va IgG4, va dugc wu tién nhét 13 ving Fc cia IgG4
khéng c6 chirc ndng hiéu tmg nhu doc tinh € bao phu thude b thé (CDC).

Ving hing dinh globulin mién dich c¢6 thé 1a ving c6 chudi duong
nguyén thé, chudi dudng ting hoic chudi dudong gidm so véi dang nguyén thé,
hoic c6 thé & dang duoc khir glycosyl hda. Viéc ting, giam hodc loai bd chubi
~ dudng cta ving hing dinh globulin mién dich c6 thé dat duoc bing cac
phuong phap thong thudng trong linh vuc k¥ thudt nay nhu phuong phap hoa
hoc, phuong phép enzym va phuong phép di truyén bang cach st dung vi sinh
vét. Theo sang ché, ving hing dinh globulin mién dich dugc khir glycosyl héa
¢6 mirc i luc gin két v6i bd thé (clq) giém rd rét va tinh gy doc té bao phu
thudc khang thé hoic tinh giy doc té bao phu thudc bd thé dugc giam hozc mét
di, nh&r d6 khong gay ra dép tng mién dich in-vivo khong can thiét. V& mait nay,
ving hing dinh globulin mién dich & dang khir glycosyl héa hoic dang khong
dugc glycosyl héa c6 thé thich hop hon duéi dang chit mang thuéc theo muc
dich theo sang ché. Do d6, tot hon nita 13 ving Fc khéng dugc glycosyl héa c6

thé c6 ngudn gbe tir [gG4 cia ngudi duge st dung. Ving Fe ¢6 ngudn gde tir
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ngudi duge wu tién hon so véi vimg Fe ¢6 ngudn gbe khong phai tir ngudi, cé
thé c6 tac dung 1am khang nguyén & ngudi va giy ra cac dép tmg mién dich
khéng mong mubn nhur tao ra khang thé méi chéng lai khang nguyén.

Ngoai ra, khong nhitng ving h%ng dinh globulin mién dich véi trinh tur
axit amin nguyén thd ma ca thé dot bién trinh ty axit amin ctia né c6 thé ciing
nim trong pham vi ctia ving hing dinh globulin mién dich theo séng ché. Trinh
tu axit amin cia dAn xuét c6 trinh tir khac vé& mot hodc nhidu gdc axit amin so
v6i trinh tu axit amin nguyén thé do bdi khuyén doan, cii xen, thay thé bao
toan hodc khong bao toan hodac két hop ciia ching. Vi du, cac gdc axit amin &
cac vi tri 214 dén 238, 297 dén 299, 318 dén 322, hodc 327 dén 331 trong IgG
Fc, d3 biét 1 quan trong cho viéc lién két, c6 thé duoc sir dung 1am vi tri thich
hop dé cai bién. Cac din xuét khac nhau nhu din xut dqu diéu ché béng cach
loai bd cac vi tri ¢6 kha nang tao ra lién két disulfua, loai bé mot vai axit amin
d4u N ra khoi Fc nguyén thé, hoic thém doan metionin vao diu N cia Fc
nguyén thé, c6 thé dugc st dung theo sang ché. Ngoai ra, vi tri ¢ dinh bd thé,
vi du, vi tri ¢6 dinh Clq hoic vi tri ADCC, c6 thé duoc khir bé ra khéi ving Fe
nguyén thé dé loai bé chirc ning hiéu tmg. Phuong phap diéu ché thé dot bién

cla trinh ty axit amin cia ving hing dinh globulin mién dich dugc @ cap
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trong cac Cong bb don quéc té s6 WO 97/34631 va WO 96/32478.

Viéc thay thé axit amin trong cac protein va peptit, thudong khong lam
thay d6i hoat tinh cua phin tir, 1a d3 biét trong linh vuc nay (H.Neurath,
R.L.Hill, The Proteins, Academic Press, New York,197 9). Viéc thay thé phd
bién nhét xay ra gifra cac gdc axit amin Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser,
Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Thr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg,
Asp/Asn, Lew/lle, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly. Tuy y, axit amin cd thé dugc cai
bién bang cach phosphoryl hod, sulfat héa, acrylat héa, glycosyl hoa, metyl héa,
farnesyl héa, axetyl héa va amit héa.

Dan xuét ciia ving hing dinh globulin mién dich néu trén c6 thé 14 dan
xuit c6 hoat tinh gidng nhu hoat tinh cta ving hing dinh globulin mién dich
theo sang ché ddng thdi c6 dd 6n dinh cu tric tot hon véi nhiét, pH hoép cac
yéu t6 trong tu. Ngoai ra, cac ving Fc ndy c6 thé thu duge tir cac dang nguyén
thé dugc tach ra tir ngudi va dong vat khac bao gém b0, dé, lgn, chudt nhit, tho,
chudt hamster, chudt déng va chuét lang, hoiic c6 thé 13 dang tai t6 hop hoic
dn xudt cua ching, thu dugc tir cac té bao dong vat hodc vi sinh vét bién nap.
Theo sang ché, ching c6 thé thu dugc tir globulin mién dich nguyén thé bing

cach phan 13p toan bd globulin mién dich tir co thé ngudi hodc dong vat va xir
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1y ching bing enzym phan giai protein. Globulin mién dich dugc phan giai
thanh c4c ving Fab va Fc nho xu ly béng papain, va phan gidi thanh pF’c va
F(ab), nhd xtr 1y bing pepsin. C4c méanh niy c6 thé dugc séc ky loai trir kich c&
dé tach Fc hoic pF’c.

Tét hon, néu ving hing dinh globulin mién dich c¢6 ngudn gbc tir nguoi
c6 thé 13 ving hing dinh globulin mién dich téi t6 hop thu dugc tir vi sinh vat.
Vi du thire hién séng ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon dudi ddy cé tham khao dén cac Vi
du sau. Tuy nhién, cac Vi du nay chi nhim muc dich minh hoa, va sang ché
khong chi giéi han & cac Vi du nay.

Vi du 1: Phén tng peg héa insulin va tinh ché insulin dugc peg héa mot lan

Bot insulin duoc hoa tan trong 10 mM HCI, va tiép theo dugc phan ting
vé6i 3,4K propion-ALD2 PEG (PEG c6 hai nhom propionaldehyt (} ca hai ddu,
IDB, Han Qudc) ¢ 4°C trong khoang 2 gid véi ty 1é mol insulin:PEG 13 1:4 va
ndng d6 insulin 13 Smg/ml dé peg héa diu N cia chudi insulin beta. Phan tng
nay dugc thuc hién trong diéu kién 50mM natri xitrat, do pH 6,0, trong
isopropanol 45% két hop bd sung 3,0mM natri xyanoborohydrit duéi dang tac

nhan khir. Dung dich phéan tng duoc tinh ché bang cot SP-HP (GE Healthcare)
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bang cach sir dung dung dich dém chira natri xitrat (pH 3,0) va EtOH 45%, va
gradien ndng dd KCI.

Vi du 2: Diéu ché thé tiép hop bing phén tng ngu hop ma khéng cin bd sung
mubi

Dé didu ché thé tiép hop cta insulin-PEG-manh Fc globulin mién dich,
insulin dugc peg héa mot 1an duge diéu ché bing phwong phép ctia Vi du 1 va
manh Fc globulin mién dich dugc phan tmg véi ty 1€ mol 1:1,2 véi tbng mirc
protein 13 20mg/ml & 25°C trong 13 gi¢. Tai thoi-diém ndy, dung dich phan
trng chira 100mM HEPES, 22mM kali phosphat, va etanol 10% & do pH 8,2, va
con chira 20mM natri xyanoborohydrit duéi dang tac nhan khur.

Sau khi hoan thanh phan Gng, dung dich phan trng dugc cho di qua cft
Source 15Q (GE Healthcare) dé tach va tinh ché insulin chua phan Gng, ménh
Fc globulin mién dich chua phan tmng, thé tiép hop ctia insulin-PEG-ménh Fc
globulin mién dich, va thé tiép hop ctia manh Fc globulin mién dich dugc ngiu
hop v6i hai hodc nhidu insulin dwoc peg héa mot 14n (insulin-PEG) bang cach
stt dung dung dich dém Tris-HCI1 (pH 7,5) va gradien ndng d6 NaCl. V& mjt

nay, luong tap chét dugc nhan dién trén profin (Fig. 1).
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Sau dé, Source 15ISO (GE Healthcare) dugc sir dung lam cot thir hai dé
loai bé Fc globulin mién dich con lai b4t ky va thé tiép hop insulin dugc ngiu
hop nhiéu 1an, nhiy d6 thu dugc thé tiép hop ctia insulin-PEG-Fc globulin mién
dich. Trong ‘tru(‘mg hop nay, viéc rira gidi dugc thuc hién bang cach st dung
gradien ndng do clia amoni sulfat chira Tris-HCl (pH 7,5). Thé tiép hop da rira
giéﬁ cta insulin-PEG-Fc globulin mién dich dugc phén tich bing RP-HPLC va
IE-HPLC.

Vi du 3: Tang hiéu suét ciia phan rng ngiu hop bang cach bd sung natri clorua

Dé kiém tra tic dung cla natri clorua d6i v6i hidu suét clia phan tng
ngAu hgp, insulin dugc peg héa mét 1an dugc diéu ché bang phuong phap cla
Vi du 1 va manh Fc globulin mién dich dugc phan tng véi ty 16 mol 1a 1:1,2 va
téng murc protein 13 20mg/ml & 25°C trong 13 gid. Tai thoi diém ndy, dung
dich phan tmg chtta 100mM HEPES, 22mM kali phosphat, va etanol 10% ¢ do
pH 8,2 két hop bd sung natri clorua dén ndng d6 cudi nim trong khoang tir 0,5
dén 3,0M, va con chira 20mM natri xyanoborohydrit duéi dang tac nhan khir.

Dung dich phén tng dugc tinh ché va phén tich gidng nhu trong Vi du 2.
Viéc bd sung natri clorua vao dung dich ngiu hop 1am ting hiéu suét clia phan

tmg ngiu hop so vé6i trudng hop khong duge bb sung. Mirc ting niy dat t6i da
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khi bd sung natri clorua véi ndng do cubi 12 2,0M (Bang 1). Két qua cua profin
Source 15Q cho thdy ring tap chét do béi phan tng phu giam khi hiéu suit
~ tang (Fig. 1). Ciing khing dinh dugc ring khi phan tmg ngiu hop dugc thuc
hién bing cach bd sung 2,0M natri clorua, c6 thé didu ché duoc thé tiép hop
cta insulin - PEG - Fc globulin mién dich c6 @b tinh khiét cao bang 95% hoic
cao hon (Bang 2). Nguoc lai, khi natri clorua dugc bd sung & ndng d6 cubi 1a
3,0M, thi bt ddu quan sat dwoc hién twong két tu.
Vi du 4: Tang hiéu suit ciia phan g ngau hop bang cach bd sung natri axetat
Pé kiém tra tic dung cla natri axetat ddi vé6i hiéu sudt ciia phan tng
ngAu hop, insulin dugc peg héa mot 1an dugc diéu ché bing phuong phap ctia
Vi'du 1 va manh Fc globulin mién dich dugc phan ung véi ty 16 mol 14 1:1,2 va
tbng muc protein 1a 20mg/ml & 25°C trong 13 gio. Tai thoi diém nay, dung
dich phan rng chita 100mM HEPES, 22mM kali phosphat, va etanol 10% & do
pH 8,2 két hop bd sung natri axetat dn ndng d6 cubi ndm trong khoang tir 1,5
dén 3,0M, va con chira 20mM natri xyanoborohydrit duéi dang tac nhan khir.
Dung dich phan tmg dugc tinh ché va phén tich gidng nhu trong Vi du 2.
Viéc bd sung natri axetat vao dung dich ngiu hgp lam tang hiéu sudt ciia phan

mg ngau hop so véi trudng hop khong duge bd sung. Muc ting nay dat t6i da
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khi bd sung natri axetat v6i ndng d6 cubi 1a 1,5M (Bang 1). Ciing khing dinh
duoc ring khi phan tng ngiu hop dugc thuc hién bing cach bb sung 1,5M natri
axetat, c6 thé diéu ché duoc thé tiép hop cia insulin - PEG - Fc globulin mién
dich c6 d tinh khiét cao bing 95% hoic cao hon (Bang 2). Nguoc lai, khi natri
axetat dugc bd sung & ndng do cubi 13 2,5M hoic cao hon, thi khé tinh toan
dugc hiéu suit do béi hién twong két tu.
Vi du 5: Tang hiéu suét ctia phan Gng ngiu hop bang cach bd sung natri sulfat
Dé kiém tra tac dung cua natri sulfat ddi v6i hiéu sudt cﬁa phan Ung
ngAu hop, insulin duoc peg héa mét 1an dugc diéu ché bang phuong phap cta
Vi du 1 va méanh Fc globulin mién dich dugc phan ing véi ty 1 mol 1a 1:1,2 va
tbng muc protein 13 20mg/ml & 25°C trong 13 gio. Tai thoi diém nay, dung
dich phan tng chita 100mM HEPES, 22mM kali phosphat, va etapol 10% & do
pH 8.2 két hop bd sung natri sulfat dén ndng d6 cudi nim trong khoang tir 0,4
dén 0,7M, va con chira 20mM natri xyanoborohydrit dudi dang tdc nhan khir.
Dung dich phan tng dugc tinh ché va phén tich giéng nhu trong Vi du 2.
Viéc bd sung natri sulfat vao dung dich ngiu hop l1am ting hiéu suit cia phan
trng ngau hop so v6i truong hop khong duge bd sung. Mic ting ndy dat t6i da

khi bd sung natri sulfat véi nng do cudi 13 0,4M (Bang 1). Khi natri sulfat
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dugc bd sung & néng d6 cubi 1 0,5M, thi bit dau quan sat dugc hién tugng két
tu. Khi natri sulfat dugc bd sung & néng d6 cudi 12 0,7M hoic cao hon, thi khé
tinh toan duogc hiéu suét do boi hién tugng két tu.
Vi du 6: Tang hiéu suit ciia phan tmg ngdu hop bing cich bd sung natri
-phosphat

Dé kiém tra tac dung clia natri phosphat ddi v6i hiéu suat ctia phan tmg
ngiu hép, insulin duoc peg héa mot 1an dwoc diéu ché bﬁrig phuong phap cta
Vi du 1 va manh Fc globulin mién dich dugc phan ing véi ty 16 mol 12 1:1,2 va
téng ml'Ic< protein 1a 20mg/ml & 25°C trong 13 gi¢. Tai thoi diém nady, dung
dich phan tmg chira 100mM HEPES, 22mM kali phosphat, va etanol 10% & do
pH 8,2 két hop bd sung natri phosphat dén ndng d6 cudi ndm trong khoang tir
0,4 dén 0,8M, va con chira 20mM natri xyanoborohydrit dugi dang tic nhan |
khur.

Dung dich phén trng dwoc tinh ché va phan tich giéng nhu trong Vi du 2.
Viéc bd sung natri phosphat vao dung dich ngu hop 1am ting hiéu suét cia
phan g ngiu hop so véi truong hop khong duge bd sung. Mirc ting nay dat
t6i da khi bd sung natri phosphat véi ndng d6 cudi 13 0,4 M (Bang 1). Ngugc

lai, khi natri phosphat dugc bd sung & ndng d6 cubi 13 0,6 M, thi bit diu quan
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sat dugc hién tugng két tu. Khi natri sulfat dugc bd sung & néng do cubi 1a
0,8M, thi kho tinh toan duoc hiéu suét do béi hién tugng két tu.
Vi du 7: Tang hiéu suit ciia phan tmg ngiu hop bing cich bd sung kali clorua

Pé kiém tra tic dung cua kali clorua d6i véi hiéu suit cta phan tng
ngiu hop, insulin dugc peg héa mét 1an duoc didu ché bang phuong phép cia
Vi du 1 va méanh Fc globulin mién dich dugc phan (mg véi ty 1€ mol 13 1:1,2 va
tbng mirc protein 13 20mg/ml & 25°C trong 13 gid. Tai thoi diém ndy, dung
dich phan trng chita 100mM HEPES, 22mM kali phosphat, va etanol 10% & do
pH 8,2 két hop bd sung kali clorua dn ndng d6 cudi ndm &ong khoéang tir 0,5
dén 1,0M, va con chira 20mM natri xyanoborohydrit duéi dang tic nhan khir.

Dung dich phan tmg dugc tinh ché va phén tich giéng nhu trong Vi du 2.
Viéc bd sung kali clorua vao dung dich ngiu hop lam ting hiéu suit ctia phan
g ngiu hop so véi truong hop khéng duge bd sung. Mirc ta'mg. nay dat t6i da
khi ‘tgé sung kali clorua v6i ndng d6 cubi 1a 1,0M (Bang 1).

Bang 1 duéi day thé hién hiéu suét cta phan tmg ngiu hop va téng hiéu
suit theo dang mubi va ndng d ctia mudi trong phan ung ngiu hop trong qué
trinh diéu ché thé tiép hop bao gdm insulin va manh Fc globulin mién dich.

[Bang 1]
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Mirc d6 két tu | Hiéusudtcia |
) . . _ | Tonghiéu
Dang mu6i Nong @ (M) | dugc kiém tra |phan Umg ngau .
. suat (%)
béang truc quan hop (%)
Truong hop khong
duge bd sung - - 32,3 16,2
(nhém dbi ching)
0,5 - 35,7 17,9
1,0 - 39,2 19,7
1,5 _ - 41,2 20,6
Natri clorua
2,0 - 42,2 21,2
2,5 - 39,8 20,0
3,0 + 37,0 18,9
1,5 - 434 21,7
2,0 - 39,2 19,7
Natri axetat
2,5 -+ -
3,0 ++++ -
0,4 - 36,3 18,2
0,5 + 43,5 21,8
Natri sulfat
0,6 + 42,1 21,1
0,7 +++ -
0,4 - 40,7 20,4
Natri phosphat 0,6 ++ 39,2 19,7
0,8 +++ -
0,5 - 35,2 17,6
Kali clorua
1,0 - 35,8 17,9

-: khong c6 hién tugng Kkét ty, +: luong rit nhd, ++; lugng nhd, +++; luong rat

16m, ++++; két tu hoan toan

-49-



26139

Nhu dugc thé hién trong Bang 1, cdc nhém duogc bd sung mudi cé hiéu
sudt cia phan tng nglu hop ting tir 32,3% dén trong khoang tir 35,2% dén
43,5% va téng hiéu suit tang tir 16,2% dén trong khoang tir 17,6% dén 21,8%,
so v6i nhom d6i chimg khong duoc bd sung mudi, mic du ty 1é ting nay la
khac nhau tiy thudc vio dang mubi va ndng d6 mudi. Ty 1¢ thay dbi ciia ching
theo hiéu suit ciia nhom déi chimg khong dugc bd sung mudi duge chuyén dbi,
va ty 18 thay dbi ctia hiéu suét ctia phan @ng ngiu hop va tbng hiéu suét cao
bang tir 9 dén 35%.

Bang 2 dudi ddy thé hién do tinh khiét cta thé tiép hop cubi dugc didu
ché bing cach bd sung 2,0M natri clorua hodc 1,5M natri axetat vao dung dich
phan (g ngiu hop trong qué trinh diéu ché thé tiép hop bao gdm insulin va
manh Fc globulin mién dich. P9 tinh khiét dugc kiém tra hai 1in bing cich
phan tich HPLC bao gdm sic ky loai trir kich c& (dudi ddy dugc dung dé chi

SE) va sic ky trao dbi ion (du6i ddy diroc dung dé chi IE).

[Bang 2]
) Két qua phén tich HPLC v& d6 tinh khiét ctia thé
Muo6i .
ti€p hop
2,0M natri phosphat SE 98,1%, IE 98,5%
1,5M natri axetat " SE 96,2%, IE 96,9%
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YEU CAUBAO HQ
1. Phuong phéap &iéu ché thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy -
polyme khong phai peptit - vimg hing dinh globulin min dich, bao gdm céc
budec:
(1) cho polyme khong phai peptit phan tmg véi mot trong s& polypeptit ¢ hoat
tinh sinh 1y hogc viing hing dinh globulin mién dich dé tao ra phirc hop ciia
polypeptit ¢ hoat tinh sinh 1y - polyme khdng phai peptit hodc phirc hop cua
ving hing dinh globulin mién dich - polyme khdong phai peptit; va
(2) cho phirc hop cia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y - polyme khong phai peptit
hodc phtrc hop ctia ving hing dinh globulin mién dich - polyme khong phai
peptit thu dugc & budc (1) phan ing véi polypeptit cé hoat tinh sinh 1y hodc
ving hang dinh globulin mién dich cdn lai véi sy c6 mit cia mudi dé tao ra thé
tiép hop chira polypeptit cékhoat tinh sinh 1y - polyme khong phai peptit - vung
hing dinh globulin mién dich;
trong do:
polyme khéng phai peptit dugc chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol,
polypropylen glycol, copolyme cua etylen glycol va propylen glycol, rugu

polyhydric dugc polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran,
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polyvinyl etyl ete, axit polylactic (PLA), axit polylactic-glycolic (PLGA),
polyme lipit, chitin, axit hyaluronic, va hdn hgp cua ching;

mudi dugc chon tir nhém bao gdm natri clorua, natri axetat, natri sulfat, natri
phosphat, natri cacbonat, natri xyanua, natri xitrat, natri nitrat, kali clorua, kali
axetat, kali sulfat, kali phosphat, kali cacbonat, kali xyanua, kali xitrat, kali
nitrat, magie clorua, magie axetat, magie sulfat, magie phosphat, magie
cacbonat, magie xyanua, magie xitrat, magie nitrat, amoni clorua, amoni axetat,
amoni sulfat, amoni phosphat, amoni cacbonat, amoni xyanua, amoni Xitrat,
amoni nitrat, canxi clorua, canxi axetat, canxi sulfat, canxi phosphat, canxi
cacbonat, canxi Xyanua, canxi xitrat, va canxi nitrat; va

mubdi dwgc bd sung & ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 0,1 dén 3,0 M

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 polyme khong phai peptit c6 mdi nhém
chtrc doc 14p duoc chon tir nhém bao gdm din xuét aldehyt, dn xut maleimit
va dan xuét sucxinimit & ca hai ddu cta nd, tly ¥ trong d6 polyme khong phai
peptit duoc lién két voi polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va ving hing dinh
globulin mién dich bing c4c nhém chirc & ca hai diu ciia n6 dé tao ra lién két

cOng hoa tri.
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3. Phwong phap theo diém 1, trong d6 phuong phép ndy con bao gbm bude
tach phirc hop cta polypeptit cé hoat tinh sinh 1y - polyme khéng phai peptit
hodc phirc hop ciia ving hing dinh globulin mién dich - polyme khong phai
peptit ra khéi hon hop phéan ng sau budc (1).

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mubdi dugc chon tir nhém b‘ao' gbm natri
~ clorua, natri axetat, natri sulfat, natri phosphat va kali clorua, ty y trong do6
néu mudi 12 natri clorua, thi mudi nay dugc bd sung & ndng dd cudi thip hon
3,0M, néu mudi 13 natri axetat, thi mubi nay du_qc b sung & ndng d6 cubi thap
hon 2,5M, néu mudi 13 natri sulfat, thi mudi ndy dugc bd sung & néng do cudi
thdp hon 0,7M, néu mudi 13 natri phosphat, thi mubdi ndy duoc bd sung & ndng
do cubi thép hon 0,8M, hodc néu mubi 13 kali clorua, thi mubi nay dugc bd
s.ung 4] néng dd cubi 1a 1,0M hoic thép hon.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mudi nay dugc bd sung & ndng d6 cubi
nim trong khoang tir 0,3M dén 2,5M.

6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 thoi gian phan mg ctia buédc (2) nim
trong khoang tir 4 dén 18 gio, tiiy y trong d6 nhiét d6 phan mg cta budc (2)

nim trong khoang tir 0°C dén 25°C.
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7. Phuong phép theo diém 2, trong d6 néu polyme khong phai peptit c6 nhém
chttc 12 mdt hodc nhiéu din xut aldehyt, thi hdn hop phan tng con chira tac
nhan khit & ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 1 dén 100mM.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 buéce (1) duge thuc hién & 4o pH niam
trong khoang tir 5,0 dén 6,5 va budc (2) duge thuc hién & d6 pH nim trong
khoang tir 6,0 dén 8,5.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 polyme khong phai peptit phén tng véi
polypeptit cé hoat tinh sinh 1y & budc (1), va phic hop ctia polypeptit c6 hoat
tinh sinh 1y - polyme khong phai peptit thu dugc tir buéce (1) phan Umg véi vung
hang dinh globulin mién dich & buéc (2).

10. Phwong phap theo diém 9, trong d6 polypeptit>cé hoat tinh sinh 1y va
polyme khong phéi peptit phan g véi nhau véi ty 1€ mol ndm trong khoang tir
1:1 dén 1:20 & buc’rc‘ (1), va san phdm caa bude (1) va ving hing dinh globulin
mién dich phan tmg v6i nhau véi ty 1& mol nim trong khoang tir 1:0,5 dén 1:10
& bude (2),

tly y trong d6 budc (2) duge thuc hién véi su ¢d mit cla natri clorua dugc bd
sung & ndng do cubi thdp hon 3,0M, natri axetat dugc bd sung & ndng d6 cudi

thap hon 2,5M, natri sulfat dugc bd sung & ndng d6 cudi thdp hon 0,7M, natri
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phosphat dugc bd sung & néng do cudi thép hon 0,8M, hodc kali clorua dugc
bd sung & ndng dod cudi 1a 1,0M hozc thap hon.

11. Phuong phap theo diém 1, trong d6 cic nhém chirc clia polyme khong phai
peptit dugc lién két v6i nhém amin cé mit & ddu tan cung N hodc trén mach
bén cuia gbe Lys clia polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va viing hing dinh globulin
mién dich.

12. Phuong phap theo diém 1, tfong do6 polyme khong phai peptit 1a polyetylen
glycol, tiy ¥ trong d6 polyme khong phai peptit ¢6 khéi luong phan tir nim
- trong khodang tir 1 dén 100 kDa.

13. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ving héng dinh glébulin mién dich 13
vung khoéng dugc glycosyl héa.

14. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 ving hing dinh globulin mién dich bao
gdm tir mot dén bbn midn dugc chon tir nhém bao gdm mién CH1, CH2, CH3
va CH4, tuy y trong d6 vung hing dinh globulin mién dich con bao gbm ving
béan 18.

15. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viing hing dinh globulin mién dich
dugc chon tir nhém bao gdm cac ving hing dinh c6 ngudn gdc tir IgG, IgA,

IgD, IgE, IgM, tb hop ciia ching, va thé lai ciia ching.
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16. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ving hing dinh globulin mién dich
duogc chon tir nhém bao gém cac vung hﬁng dinh cta IgGl, IgG2, IgG3, IgG4,
t6 hop ciia chiing, va thé lai cia chiing,

tuy y trong do vﬁng hing dinh globulin mién dich 1 viing Fc IgG4, va

ty ¥ trong d6 ving hing dinh globulin mién dich 1a ving Fc 1gG4 cta nguoi
khong dugc glycosyl hoa.

17. Phuong phép theo diém 1, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dugc
chon tir nhom bao gbm hormon sinh truéng cta ngudi, hormon gidi phéng
hormon sinh trudng, peptit gidi phong hormon sinh trudng, interferon, thu thé
interferon, yéu td kich thich tao cum, peptit gidng glucagon (GLP-1, v.v.),
oxyntomodulin, thu thé dugc ngAu hop protein G, interleukin, thu thé
interleukin, enzym, protein lién két interleukip, protein lién két xytokin, yéu &
hoat héa dai thuc bao, peptit dai thuc béo, cac yéu t5 t& bao B, cac yéu t6 t€ bao
T, protein A, chat rc ché di tng, glycoprotein gay hoai tir té bao, doc t6 mién
dich, doc t6 lympho bao, yéu t6 gay hoai tir khéi u, chit e ché khéi u, yéu td
sinh truéng chuyén héa, khang trypsin alpha-1, albumin, a-lactalbumin,
apolipoprotein-E, erythropoietin, erythropoietin dugc glycosyl hda,

angiopoeitin, hemoglobin, thrombin, peptit hoat héa thu thé thrombin,
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thrombomodulin, yéu t§ mau VII, VIIa, VIIL, IX va XIII, chit hoat héa
plasminogen, peptit gan két fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C,
protein phan tmg C, chit (c ché than t6, chit rc ché colagenaza, peoxit
dismutaza, leptin, yéu t6 sinh truéng c6 ngudn gdc tiéu cdu, yéu tb sinh truéng
bidu mo, yéu t6 sinh truéng bidu bi, angiostatin, kich thich t6 ting huyét 4p,
yéu t6 sinh trudng xuong, protein kich thich xwong, canxitonin, insulin,
hormon kiém soat thé tich mau, yéu t§ tao sun, elcatonin, yéu t6 hoat héa mé
lién két, chit ¢ ché con dudong cia yéu t& md, hormon kich thich nang,
hormon hoang thé héa, hormon gi4i phéng hormon hoang thé héa, yéu té sinh
truéng than kinh, hormbn tuyén can giap, relaxin, secretin, hormbn kich thich
su phét trién ctia xwong va co bip, yéu t6 sinh truéng giéng insulin, hormon vé
tuyén thugng than, glucagon, colexystokinin, polypeptit tuy, peptit gidi phéng
gastrin, yéu t§ giai phéng hormon tuyén yén, hormon kich thich tuyén giap,
autotaxin, lactoferrin, myostatin, khang nguyén bé mit té bao, khang nguyén
véc-xin ¢4 ngudn gbc virut, khang thé don dong, khang thé da dong, va cic
ménh khang thé,

tuy y trong do6 polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y 1a insulin.
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18. Phuong phép theo diém 1, trong d6 & budc (1), polypeptit c6 hoat tinh sinh
ly va polyme khéng phai peptit phan ung véi nhau véi ty 1€ mol nim trong
khoéng tir 1:1 dén 1:20 trong diéu kién pH tir 5,0 dén 6,5, va & budc (2), hon
hop phan ung thu duqc tir bude (1) va ving hing dinh globulin mién dich phén
Urng v6i nhau véi ty 1€ mol nim trong khoang tir 1:0,5 dén 1:10 trong didu kién
pH tr 6,0 dén 8.5 v6i su c6 mit ciia mudi, va néu mubi 12 natri clorua, thi mudi
ndy c6 thé dugc bd sung & ndng do cudi thip hon 3,0M, néu mudi 13 natri
axetat, thi mubi nay co thé dugc bd sung & nf‘)ng do cudi thép hon 2,5M, néu
mudi 12 natri sulfat, thi mudi nay cé thé dugc bd sung & ndng d6 cubi thap hon
0,7M, néu mudi 13 natri phosphat, thi mudi nay c6 thé dugc bd sung & ndéng do
cubi thip hon 0,8M, hoic neu mudi 12 kali clorua, thi mudi nay c6 thé dugc bd
sung & ndng d6 cudi 14 1,0M hozc thip hon.

19. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y 1& insulin

va polyme khong phai peptit 12 polyetylen glycol.
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