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Linh vie ki thuit dwgce dé cip

Sang ché d& cap dén thé tiép hop ciia manh Fc globulin mién dich va polypetit co
hoat tinh sinh ly bao gdm polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két thong qua gbc lién
két khong peptidyl véi manh Fc globulin mién dich ¢6 ving gén két FcRn c6 kha nang
duy tri 4i luc gin két noi tai cia manh Fc globulin mién dich nay, va phuong phép san

xuét thé tiép hop nay.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céc nghién ctru khéac nhau da dugc thuc hién trén céac thé tiép hop hodc phic hop
protein bao gdbm chit mang, nhu polyme polyetylen glycol, albumin, axit béo hoac Fc cta
khang thé (viing hang dinh), dugc lién két véi protein dé 1am ting thoi gian ban thai trong
huyét thanh ciia protein. Cho dén nay, céc nghién ctru da biét vé cac thé tiép hop protein
hogc phitc hgp nhu vdy chi yéu nhim muc dich 1am ting thoi gian béan thai trong huyét
thanh cua dugc chit sao cho rat ngén duoc s lan ding dugc chét, nher d6 tao didu kién
thuan lgi cho bénh nhan. Tuy nhién, nhidu k¥ thuat théng thudng van gip phai cac van dé
nhu su gidm hoat tinh cta protein tri liéu do, vi du can tré khong gian gy ra bdi qua
trinh gin két khong dic hiéu giita protein tri liéu va protein mang. Ngoai ra, trong trudng
hop thé tiép hop axit béo gin két thuan nghich V6’i albumin huyét thanh dé 1am tiang thoi
gian ban thai trong huyét thanh cia chung, thi c6 nhuoc diém 1a 1am ting dang ké thoi
gian ban thai trong huyét thanh ciia dugc chit protein, do kha nang thanh thai & than lam
giam t6i da ndng d6 duoc chét protein, didu nay khong thé tranh khéi do qua trinh gén két

thuan nghich giita protein va axit béo.

Hon nita, d4 c6 nhiéu nd luc trong viéc sir dung cic manh globulin mién dich dé
lam tang thoi gian ban thai cta céc chét ¢6 hoat tinh sinh 1y ké ca c4c protein. Vung CH2-
CH3 ciia méanh Fc globulin mién dich ¢6 vi tri gén két FcRn (thu thé bao vé) kéo dai thoi
gian bén thai ctia khang thé. FcRn 14 protein c6 lién quan ¢én MHC nhém I biéu hién
trong céc té€ bao ndi mé mach mau va gén két voi IgG va albumin. Didu dic trung 13, IgG
va FcRn gin két chit ché v6i nhau & d pH axit yéu va tach ra khéi nhau & do pH trung

tinh. Do d6, khi IgG di vao céc t€ bao ndi md mach tir cic mach mau bang cach 4m bao
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hodc nhép bao va di vao cac tiéu thé (30 pH bing 6,0), thi n6 duge bao vé béi FcRn ma
khong bi phan hity. Néu IgG dugc dung hop véi mang té bao bang qua trinh tudn hoan,
thi n6 s& tach ra khéi FcRn & d6 pH bang 7,4 va dugc giai phéng vao mach mau. Do qua
trinh ndy, nén thoi gian ban thai in vivo cua IgGl, IgG2 va IgG4, chira vi tri gén két

FcRn, trung binh 13 3 tuln, dai hon so véi thoi gian ban thai cua cac protein khic.

Do d6, khi manh Fc globulin mién dich dugc 1ién két véi chit c6 hoat tinh sinh 1y,
thi thoi gian ban thai ciia chit c6 hoat tinh sinh Iy c6 thé duoc ting 1én bang cach tudn
hoan thong qua FcRn. Lién quan t6i vin dé nay, cin c6 nhu cu phét trién phuong phap
c6 kha ning duy tri 4i lyc gin két cia manh Fc globulin mién dich véi FcRn ma khong
lam giam hoat tinh ciia chét c6 hoat tinh sinh Iy khi chét c6 hoat tinh sinh 1y nay va méanh

Fc globulin mién dich duoc lién két v6i nhau.
Bin chit ky thuit cia sang ché

Céc tac gia sang ché da c6 nhidu nd luc dé phét trién thé tiép hop c6 thé duy tri
duoc 4i luc gin két ndi tai ciia chinh manh Fc globulin mién dich v6i FcRn ma khong
lam giam hoat tinh cta polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va c6 thé tach mot cach dé dang ra
khoi FcRn trong moi truong c6 d pH trung tinh. Do d6, céc téc gia sang ché da phat hién
ra ring thé tiép hop chira polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly lién két v6i manh Fc globulin
mién dich ¢6 ving gin két FcRn thong qua gbc lién két khong peptidyl c6 thé duy tri
duoc ai luc gén két ndi tai cia manh Fc globulin mién dich véi FcRn va, dE‘)ng thoi, ¢cb

thé tach mot cach dé dang ra khéi FcRn ¢ d6 pH trung tinh = 7 4.

Muc dich ciia sang ché 1 @& cap dén thé tiép hop ctia méanh Fc globulin mién dich
va polypetit ¢6 hoat tinh sinh ly, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly nay dugc lién két
v6i manh Fe globulin mién dich c6 ving gin két FcRn thong qua gdc lién két khong
peptidyl, trong d6 ty 18 gin két cua luong thé tiép hop gin két v6i FcRn & do pH bang 6,0
va lugng thé tiép hop gin két v6i FcRn & do pH bing 7,4 nim trong khoang + 6% ty 1€
dugc x4c dinh bang cach do luong gén két cia manh Fc globulin mién dich v4i FcRn

trong cliing mot diéu kién nhu da duge st dung d6i v6i thé tiép hop nay.

Sang ché ciing d& cip dén thé tiép hop ciia manh Fc globulin mién dich va
polypetit ¢6 hoat tinh sinh ly, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y nay lién két véi
manh Fc globulin mién dich ¢ viing gén két FcRn thong qua gbc lién két khong peptidyl,
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trong d6 ty 1& gin két dugc x4c dinh biang céach thé lwong thé tiép hop gin két véi FcRn &
d pH bang 6,0 va lugng thé tiép hop gin két véi FcRn & d6 pH bing 7,4 vao phuong
trinh 1 ndm trong khoang + 6% ty 1& gin két xac dinh duge bing cach do lugng manh Fc
globulin mién dich gén két véi FcRn trong cing didu kién nhu da duoc st dung dbi véi

thé tiép hop nay:
Phuong trinh 1

Ty 1¢ gén két (%) = (lugng gin két & 6 pH bang 7,4/ lugng gin két & do pH béng
6,0) X 100.

Sang ché ciing dé& cap dén phuong phap san xuét thé tiép hop cia manh Fc
globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh ly duy tri dugc ai luc gén két noi tai cta
manh Fc globulin mién dich véi FcRn, phuong phap nay bao gdm céc budc: (a) cho
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly lién két v6i méanh Fc globulin mién dich ¢6 viing gin két
FcRn thong qua gbc lién két khong peptidyl dé tao ra hdn hop cic thé tiép hop chira
manh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh 1y; va (b) phén tach ra khéi
hén hop nay thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh
Iy nay, c6 ty 1é gan két nim trong khoang + 6% ty 1& gén két ciia manh Fc globulin mién
dich, nhu dugc xdc dinh bang cich thé lugng gin két véi FcRn & do pH bing 6,0 va
lwong gin két véi FcRn & do pH bang 7,4 vao phuong trinh 1.

Séang ché ciing md ta phuong phap duy tri 4i lyc gin két noi tai cua thé tiép hop
ctia méanh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh Iy v&i FcRn, phuong phép
nay bao gdm budc cho polypeptit c6 hoat tinh sinh ly lién két v&i manh Fc globulin mién
dich chira ving gin két FcRn thong qua gdc lién két khong peptidyl.

Sang ché ciing @& cép dén ché phdm chura thé tiép hop ctia méanh Fc globulin mién
dich va polypetit c6 hoat tinh sinh ly c¢6 kha ning duy tri dugc ai luc gén két noi tai cia

manh Fc globulin mién dich v6i FcRn.

Nhu duge mo ta néu trén, thé tiép hop theo sang ché c6 thé duy tri duoc 4i luc gén
két ndi tai ctia manh Fc globulin mién dich véi FcRn va, ddng thdi, tach ra khéi FcRn

mdt cach dé dang & d6 pH trung tinh nhu d6 pH bing 7.4. Do d6, c6 thé ¢6 lgi néu n6
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dugc sir dung dé 1am tang thoi gian ban thai trong huyét thanh cia polypeptit c6 hoat tinh
sinh ly.

Mo ta vin tit cac hinh vé
Fig.1 1 hinh v& thé hién qua trinh tudn hoan ctia protein gin két véi FcRa.

Fig.2 12 @0 thi cam bién thé hién kha ning gin két cua thé tiép hop globulin mién
dich-protein véi FcRn ¢ d§ pH axit.

Fig.3 12 @0 thi cam bién thé hién kha ning gin két cta thé tiép hop globulin mién
dich-protein v6i FcRn & d¢ pH trung tinh.

Fig.4 1a két qua thir nghiém so sanh dwoc dong hoc in vivo cia thé tiép hop chira

ménh globulin mién dich d6i khang GLP-1R.
M0 ta chi tiét sang ché

Pé dat dugc cac muc dich néu trén, theo mot khia canh, sang ché dé cap dén thé
tiép hop ctia manh Fc globulin mién dich va polypetit ¢6 hoat tinh sinh 1y chta polypeptit
c6 hoat tinh sinh ly lién két véi manh Fc globulin mién dich chira ving gén két FcRn
théng qua gbc lién két khong peptidyl, trong d6 ty 16 gén két cua luong thé tiép hop gin
két v6i FcRn & do pH bang 6,0 va luong thé tiép hop gén két véi FcRn & d6 pH bang 7,4
nim trong khoang + 6% ty 1é dugc xac dinh bang cach do lugng manh Fc globulin mién

dich gén két v6i FcRn trong ciing diéu kién nhu da dugc sir dung d6i véi thé tiép hop.

Theo mdt phurong 4n, thé tiép hop theo sang ché c6 ty 18 gin két ndm trong khoang
+ 6% ty 1& gén két ciia manh Fc globulin mién dich dwgc xac dinh bang céach sir dung

phuong trinh:
Phuong trinh 1

Ty 1¢ gin két (%) = (lugng gén két & d6 pH bang 7,4/ lugng gin két & do pH bing
6,0) X 100.

Theo phuong 4n khic, thé tiép hop theo sang ché c6 thé thu duoc bang cach cho
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y cé gbc lién két khong peptidyl da dwogc lién két vao do
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phan tmg véi manh Fe globulin mién dich & ¢6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 9,0, nho
d6 tao lién két polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy thong qua gbc lién két khong peptidyl véi
phin khéng chira viing gin két FcRn ctia manh Fc globulin mién dich.

Theo mét phuong 4n khéac, gbc lién két khong peptidyl nim trong thé tiép hop
theo sang ché co thé dugc chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol,
copolyme etylen glycol-propylen glycol, rugu da chirc 3 dugc polyoxyetyl hoa, rugu

“polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan huy sinh hoc,

polyme lipit, kitin, axit hyaluronic va hén hgp ctia chiing.

Theo mét phuong 4n khac, gbc lién két khong peptidyl nim trong thé tiép hop
theo sang ché co thé 1a polyme polyetylen glycol ¢6 cong thirc 1:

1

trong d6 n nam trong khoang tir 10 dén 2400.

Cong thtrc 1

Theo mét phuong 4n khac, gc lién két khong peptidyl nim trong thé tiép hop
theo sang ché c6 thé c6 nhém phan tng dugc chon tir nhém bao gébm nhém aldehyt,

nhém propionaldehyt, nhém butyraldehyt, nhém maleimit va dan xudt sucxinimit.

Theo mdt phuong 4n khac, polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy nim trong thé tiép hop
theo sang ché c6 thé dugc chon tir nhém bao gbm peptit twrong tu glucagon-1 (GLP-1),
yéu t6 kich thich tao m4u bach cau hat (G-CSF), hormon sinh truéng cia ngudi (hGH),
erythropoietin (EPO), glucagon, oxyntomodulin, insulin, hormon giai phong hormon sinh
trudng, peptit gidi phong hormon sinh trudng, interferon, thu thé interferon, thy thé ghép
cap protein G, interleukin, thu thé in‘;erleukin, enzym, protein gén két interleukin, protein
gén két xytokin, yéu td hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu t té bao B, yéu td
té bao T, protein A, chét trc ché dj tng, glycoprotein gay hoai tir té bao, doc té mién dich,
lymphotoxin, yéu t§ gay hoai tir khdi u, chit kim ham khéi u, yéu t6 phét trién su di can,

antitrypsin alpha-1, albumin, o-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin d3a dugc
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glycosyl héa & muc cao, angiopoietin, hemoglobin, trombin, peptit hoat héa thu thé
trombin, trombomodulin, yéu t§ dong méau VII, yéu t§ dong méau VlIIa, yéu tb dong mau
VIII, yéu t6 déng méu IX va yéu t§ dong mau XIII, yéu t6 hoat hoa plasminogen, peptit
gén két fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C, protein phan tng C, chit irc
ché renin, chit rc ché colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu t§ sinh truéng c6
ngudn gde tir tidu clu, yéu td sinh truong bidu mo, yéu td sinh truéng biéu bi, angiostatin,
angiotensin, yéu t6 sinh trudng xuwong, protein kich thich tao Xuong, canxitonin,
atriopeptin, yéu td tao sun, elcatonin, yéu t6 hoat héa md lién két, chét trc ché qua trinh
ctia yéu t6 md, hormon kich thich nang, hormon tao hoang thé, hormon giai phong
hormon tao hoang thé, yéu t5 sinh truéng day than kinh, hormon tuyén cén giap, relaxin,
secretin, somatomedin, yéu td sinh truéng tuong ty insulin, hormon v tuyén thuong
than, cholexystokinin, polypeptit tuyén tuy, peptit giai phong gaxtrin, yéu tb giai phéng
corticotropin, hormon kich thich tuyén gidp, autotaxin, lactoferrin, myostatin, khéng
nguyén bé mit t& bao, khang nguyén vacxin c6 ngudn gbc tir virut, khang thé don dong,

khang thé da dong va manh khang thé.

Theo mdt phuong 4n khac, manh Fc globulin mién dich chira ving gén két FcRn,
nim trong thé tiép hop theo sang ché, c6 thé chira mién CH2, mién CH3 hoic ca hai mién

nay.

Theo mot phuong 4n khac, manh Fc globulin mién dich nim trong thé tiép hop

theo sang ché c6 thé & dang khong duoc glycosyl hoa.

Theo mdt phuong 4n khic, manh Fc globulin mién dich nim trong thé tiép hop

theo sang ché c6 thé chtra viing béan 18.

Theo mdt phufcrng &n khac, manh Fc globulin mién dich nim trong thé tiép hop
theo sang ché c6 thé dugc chon tir nhém bao gbm IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, hdn hop cla

chung va céc the lai ctia chung.

- Theo m{t phuong 4n khac, manh Fc globulin mién dich nim trong thé tiép hop

theo sang ché c6 thé 1a manh Fc IgG4.

Theo mét khia canh khéc, sang ché dé cip dén phuong phap san xut thé tiép hop

clia manh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh 1y duy tri dugc &i luc gén
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két noi tai ctia manh Fc globulin mién dich v6i FcRn, phuong phép nay bao gbm cac
buéc: (a) lién két polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y véi manh Fe globulin mién dich chta
viing gan két FcRn théng qua gdc lién két khong peptidyl v6i polypeptit ¢ hoat tinh sinh
ly thong qua gdc lién két khong peptidyl dé tao ra hdn hop céc thé tiép hgp chira manh Fc
globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh ly; va (b) phan tach ra khoi hdn hop nay
thé tiép hop chira manh Fc globulin min dich va polypetit ¢6 hoat tinh sinh ly co ty 1€
gin két nim trong khoang + 6% ty 1& gin két cia manh Fc globulin mi&n dich, nhu dugc
xé4c dinh bang cach thé lwong gin két voi FcRn & d6 pH bang 6,0 va luong gén két vai
FcRn & @6 pH bing 7,4 vao phuong trinh 1.

Theo mét phuong an, gbc lién két khong peptidyl ma dugc sir dung trong phuong

phap san xuit theo sang ché c6 thé 1a polyme polyetylen glycol cd cong thire 1:

Cong thirc 1

trong d6 n nim trong khoang tir 10 dén 2400.

Theo mdt phuong 4n khéc, thé tiép hop da dugc phan tach & bude (b) cua phuong
phép san xuét theo sang ché c¢6 thé c¢6 chu trac, trong d6 gbe lién két khong peptidyl duoc

gén két v6i ddu tn cing N ciia manh Fe globulin mién dich.

Sang ché ciing mo ta phuong phap duy tri 4i luc gén két ndi tai cua thé tiép hop
chira manh Fc globulin mién dich va polypetit ¢6 hoat tinh sinh 1y d6i véi FcRn, phwong
phap nay bao gébm budc lién két polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy v6i méanh Fe globulin
mién dich chira ving gin két FcRn thong qua gbc lién két khong peptidyl.

Theo mot phwong an, phuong phap duy tri 4i luc gin két ndi tai c¢6 thé duoc thuc

hién in vivo.



27414

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén ché phim chira thé tiép hop cua
manh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh 1y, c¢6 thé duy tri dwoc ai luc

gén két noi tai ciia manh Fc globulin mién dich véi FcRn.

Theo mét khia canh, sang ché d& cap dén thé tiép hop ctia manh Fc globulin mién
dich va polypetit c6 hoat tinh sinh 1y chita polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy lién két véi
manh Fc globulin mién dich chtra ving gén két FcRn thong qua gbc lién két khong
peptidyl, trong d6 ty 1& cia lugng thé tiép hop gin két véi FcRn & do pH bing 6,0 va
lwong thé tiép hop gin két véi FcRn & d6 pH bang 7,4 ndm trong khoang + 6% ty 18 dugc
xac dinh bing cach do lrgng manh Fec globulin mién dich gin két véi FcRn trong cing

diéu kién nhu da duge st dung ddi vdi thé tiép hop nay.

Thuét ngir “luong gén két ciia thé tiép hop chira méanh Fc globulin mién dich va
polypetit c6 hoat tinh sinh ly” dugc st dung trong ban mé ta dé chi ty 1& ndng do cua thé
tiép hop protein gin két v6i FcRn véi tong ndng d6 ctia thé tiép hop protein da duge gén
két hoic khéng duqc gén két véi FcRn & do pH c6 lién quan. Theo sang ché, do lugng
gin két nay dugc st dung dé tinh toan ty 1¢ gitra lugng gin két & hai tri sb do pH, nén ty
1€ gifta luogng grfln két c6 thé dugce tinh toan tir luong gin két hoan toan duge xac dinh &
mot tri s6 d6 pH va ciing c¢6 thé dugc x4c dinh béng cach x4c dinh cac lugng vét ly khac,
1a twong xtmg véi luong thé tiép hop da dugc gin két va d& xac dinh. Vi dy, ty 18 gitra
lugng gén két co thé duge x4c dinh b%lng cach xéc dinh tin hi€u cfng hudng plasmon bé
mit (surface plasmon resonance -SPR) va tinh todn ty 1¢ gifta céc tin hi¢u nay ¢ d6 pH
bang 6,0 va d6 pH bang 7,4. Ngoai ra, cic phwong phép khéc ciing c6 thé dugc sir dung

dé xéc dinh ty 1¢ gifta cac lugng gin két.

Pic biét, sang ché dé cap dén thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich va
polypetit c6 hoat tinh sinh 1y chira polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y lién két v6i méanh Fc
globulin mién dich chira viing gin két FcRn thong qua gde lién két khong peptidyl, trong
do ty 18 gin két duoc xé4c dinh bang cach thé lugng thé tiép hop gin két véi FeRn & do
pH bing 6,0 va lugng thé tiép hop gin két voi FcRn & d6 pH bang 7,4 vao phuong trinh 1
12 nh6 hon khoang + 6% ty 1é gin két dugc xac dinh biang cach do lwong manh Fc
globulin mién dich gén két véi FcRn trong cing diéu kién nhu d3 dugc st dung d6i véi

thé tiép hop:
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Phuong trinh 1

Ty 18 gin két (%) = (luong gin két & dd pH bang 7,4/lugng gin két & do pH bang
6,0) X 100

Ty 18 gén két c6 thé thu dugc & trj sb ph?m tram (%) bang cach chia lugng thé tiép
hop (hodc méanh Fc globulin mién dich) gin két véi FcRn & @6 pH bang 7,4 cho lugng thé
tiép hop (hoic manh Fc globulin mién dich) gén két véi FcRn & do pH bang 6,0 va nhan

thuong sé nay véi 100.

Ty 18 gén két c6 thé dugc tinh toan bang cach sir dung phwong phép duoc mé ta
trong bai bdo Weirong Wang et al. (DRUG METABOLISM AND DISPOSITION
39:1469-1477, 2011) @& dy doan thoi gian ban thai cia khang thé don dong, nhung
khong chi giéi han cu thé & phuong phép nay. Theo phuong phap dwoc mé ta trong bai
béo néu trén, khang thé don dong c6 ty 1 gén két cao thi thoi gian ban thai in vivo lai

ngan.

Phuong phap x4c dinh ty 1& gin két c6 thé duoc thuc hién, dic biét 1a bang cach st
dung phuong phap céng huong plasmon bé mit, nhung khong chi gidi han cu thé &

phuong phép nay.

Vi du, phuong phép x4c dinh ty 1& gin két c6 thé duoc thuc hién bang cach cd
dinh FcRn trén chip cam bién sinh hoc (vi du, chip cam bién sinh hoc Biacore CM5)
bang cach sir dung kit ghép cip amin hodc dung cu twong tu, tiém dung dich dém axit (vi
du, dung dich dém c6 d6 pH bing 6,0) chira hop chét thir nghiém (vi du, thé tiép hop
hoic manh Fc globulin mién dich) cin x4c dinh muc do grfln két voi FcRn vao chip cam
bién sinh hoc ¢ dinh FcRn, va sau d6 tiém dung dich d€m trung tinh (vi dy, dung dich
dém c6 d6 pH bang 7,4) vao chip cam bién sinh hoc nay. Trong trudng hop nay, ty 18 gin
két co thé duge xac dinh bﬁng cach xac dinh don vi cong hudng (resonance unit - RU) &
trang thai c4n bang trudc khi két thiic qua trinh tiém miu trong dung dich dém c6 d6 pH
béng 6,0 vao chip dé x4c dinh luong gdn két & d6 pH bang 6,0, x4c dinh don vi cong
huéng sau khi tiém dung dich dém c6 d6 pH bang 7,4 dé xac dinh luong gén két & do pH
bang 7,4, va sau d6 chia lugng gin két & 6 pH bing 7,4 cho luong gén két & do pH bang
6,0. Khi ty 1& gén két dugc biéu thi bang ty 1& phin trim, thi thwong sb nay c6 thé duoc
nhén véi 100.
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Trong phwong phép da néu trén, ché phdm chira dung dich dém c6 d6 pH bang 6,0
khong bi gii han mét cach cu thé, v6i diéu kién n6 c6 kha niang gin két giira hop chét
thir nghiém cén xéac dinh mirc do gén két véi FcRn véi FeRn, Vi du, dung dich dém c6 do
pH bang 6,0 c6 thé 14 dung dich dém chtra mudi nhu phosphat. Nong do cia mudi trong
dung dich dém niy c6 thé nim trong khoang tir 50mM dén 200mM, nhung khéong chi
giéi han & ndng dd nay. Ngoai ra, dung dich dém c6 thé duoc tiém vao chip cam bién
sinh hoc c¢6 dinh FcRn & nhiét d@ khoang 25°C, nhung nhiét d¢ xdc dinh nay c6 thé thay
dbi trong khoang nhiét do trong d6 khong thay ddi do pH ciia dung dich dém.

Ngoai ra, dung dich dém c¢6 dd pH bang 6,0 c6 thé chira hop chét thir nghiém cin
x4c dinh mirc d6 gin két véi FcRn. Nong do cia hop chét thtr nghiém cén xac dinh mirc
d6 gén két v6i FcRn trong dung dich dém c6 d6 pH bang 6,0 1a khong bj giéi han mot
cach cu thé, vai diéu kién muc d6 gin két voi FcRn c6 thé dugc xac dinh. Vi du, nbng do
ctia hgp chét thir nghiém can x4c dinh gin két véi FcRn trong dung dich dém c¢6 d6 pH
bang 6,0 c6 thé ndm trong khoang tir 100nM dén 12,5nM.

Trong phuong phap néu trén, ché phim chira dung dich dém c6 d6 pH bang 7.4 1a
khong bi gigi han mot céch cu thé, véi diéu kién né c6 thé xdy ra qua trinh tach gifra hop
chét thi nghiém can xé4c dinh muc do gén két v6i FcRn va FcRn. Vi du, dung dich dém
c6 d6 pH bang 7,4 ¢6 thé 1a dung dich dém chira phosphat. Nong do ciia mudi trong dung
dich dém c6 thé nim trong khoang tir 50mM dén 200mM, nhung khong chi gii han &
néng d0 nay. Ngoai ra, dung dich dém c6 d6 pH b%mg 7.4 c6 thé dugc ti€m vao chip cam
bién sinh hoc ¢b dinh FcRn & nhiét 6 nidm trong khoang tir 25°C dén 37°C, nhung khong
chi giéi han & nhiét d6 nay. Theo phuong 4n cu thé, ty 1¢ giita cac luong gin két dugc xac
dinh & nhiét 6 25°C .

Ngoai ra, lugng gén két gitra FcRn va hop chét thir nghiém cin x4c dinh pham vi
gn két véi FcRn & dd pH bang 6,0 c6 thé 1a don vi cong hudng xac dinh duge & 2-60
gidy trudc khi két thiic qua trinh tiém mau & d6 pH bang 6,0. Tét hon néu qua trinh gin
két gitta FcRn va hop chét thir nghiém cén xac dinh pham vi gin két véi FcRn dién ra &

trang thai cin bing & thoi diém x4c dinh.

Ngoai ra, lugng gén két gitra FcRn va hgp chét tht nghiém can x4c dinh mtc do

gén két v6i FcRn & d6 pH bang 7,4 co6 thé 1a don vi cong hudng xac dinh duge & 10-20
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gidy sau khi tiém dung dich dém c6 d6 pH bang 7,4. Tt hon néu thoi didm x4c dinh 1a
thoi diém ndm trong khoang tir thoi diém ma tai d6 tri s RU thay d6i mot cach nhanh

chéng cho t6i trude khi tri s6 RU dat muic 0.

Khi so sanh ty 1& gin két gitta manh Fc globulin mién dich va thé tiép hop theo
sang ché, t5t hon néu ty 18 gin két nay 1a c4c tri sé x4c dinh dugc bing cling mdt phuong
phap thir nghiém trong cing mét diéu kién thir nghiém, nhung ché phim va nhiét do cua

cac dung dich dém c6 thé thay ddi phu thudc vao loai thé tiép hop.

Phuong phap cong hudng plasmon bé mit nhu dwoc mé ta néu trén 1a mot trong
sd cac phuong phap xac dinh ty 18 gin két. Ngoai phuong phip cong huéng plasmon bé
mit, cac phuong phap bat ky ¢6 thé dugc sit dung trong sang ché, véi diu kién phuong
phép nay 1a phuong phép nhu thir nghiém hap thu mién dich lién két enzym (ELISA), c6
thé xac dinh dugc luong thé tiép hop gin két véi FeRa. Ngoai ra, don vi cia lugng gin

két c6 thé thay dbi phu thudc vao phuong phép sir dung.

Khi ty 1& gén két ctia thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich va polypetit c6
hoat tinh sinh ly bao gdm polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y lién két véi méanh Fe globulin
mién dich c6 ving gin két FcRn thong qua gbc lién két khong peptidyl nim trong khoang
+ 6,0% ty 1¢ gin két cia chinh manh Fc globulin mién dich xé4c dinh dugc bang phuong
phap di néu trén, thi thé tiép hop chira méanh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat
tinh sinh ly c6 thoi gian ban thai in vivo dai.

Theo séang ché, nhan thdy ring ngay ca khi polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dugc
lién két cong héa tri v6i manh Fc globulin mién dich ¢6 ving gin két FcRn thong qua
gbc lién két khong peptidyl d& didu ché thé tiép hop, thi 4i lyc gin két noi tai ciia manh
Fc globulin mién dich véi FcRn ciing c6 thé dugc duy tri, tir d6 goi ¥ ring qué trinh tuin
hoan noi bao ciia manh Fc globulin mién dich c6 thé x4y ra mot cach d& dang dé 1am ting
thoi gian ban théi in vivo. Dic biét 13, khi gc lién két khéng peptidyl gin két voi phan
khong chita viing gén két FcRn ciia manh Fc globulin mién dich, thi n6 khong lam giam
4i lyc gin két ctia manh Fc globulin mién dich véi FcRn. Khi gbc lién két khong peptidyl
1a polyetylen glycol (-[O-CH,-CH,]n-), thi n trong -[O-CH,-CH,]n- bang 10 hodc 16n

hon, t&t hon néu ndm trong khoang tir 10 dén 2400, t6t hon nita néu ndm trong khoang tir
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10 dén 480, va t6t nhat néu nim trong khoang tir 50 dén 250, nhung khong chi gi¢i han &

cac tri s nay.

Nhan thiy ring khi n trong -[0-CH,-CH,]n- nim trong khoéang tir 10 dén 2400, va
t6t hon nita néu nim trong khoéang tir 50 dén 2400, thi polyetylen glycol khong lam anh
huéng dén hoat tinh sinh Iy va hoat tinh gin két v6i FcRn ciia mdi polypeptit c6 hoat tinh

sinh 1y va méanh Fc globulin mién dich. Sang ché dua trén co s& ddu hiéu dic trung nay.

Thuét ngit “thé tiép hop chita manh Fc globulin mién dich va polypetit cé hoat
tinh Sinh ly” duge st dung trong ban mé ta dé chi thé tiép hop bao gém polypeptit co6
hoat tinh sinh ly lién két cong héa tri v6i manh Fc globulin mién dich c6 ving gén két
FcRn théng qua gdc lién két khong peptidyl va co ty 18 gin két nim trong khoang + 6,0%
ty 18 gén két ctia manh Fc globulin mién dich, nhu dugc x4c dinh bing cach thé lugng
gin két v6i FcRn ¢ d6 pH bing 6,0 va luong gin két véi FcRn & d pH bing 7.4 vao
phuong trinh 1.

Gdc lién két khong peptidyl trong thé tiép hop c6 thé duogc lién két véi céc gbc
axit amin nim xa viing gén két FcRn ciia méanh Fc globulin mién dich, vi du ving tuong
ung vai cac vi tri 252-257 va 307-311 ctia CH2 va céc vi tri 433-436 cua CH2, dugc
d4nh sb theo hé thong d4nh s6 thir twr Kabat. TSt hon néu gdc lién két khong peptidyl co
thé dugc lién két voi ddu tan cing N hodc diu tin cing C cia méanh Fe globulin mién
dich, va t6t hon nita néu duoc lién két véi diu tan cung N, nhung khong chi gidi han &

cac dau tan cung nay.

Khi gbc lién két khong peptidyl dwoc lién két voi ddu tan cing N hodc dau tan
cing C ciia manh Fc globulin mién dich, thi vé co ban 14 n6 lam giam 4&i lyc gan két cua
ménh Fc globulin mién dich v6i FcRn, do d6 i luc gin két ndi tai cia manh Fc globulin

mién dich ctia thé tiép hop v6i FcRn ¢6 thé duge duy tri.

Thuat ngir “gbc lién két khong peptidyl” duoc sir dung trong ban mod ta dé chi
polyme tuong hop sinh hoc bao gém hai hoic nhiéu don vi 13p lai duoc lién két véi nhau,
trong d6 don vi l3p lai nay dugc lién két véi nhau bang lién két cong hoa tri khong phai

peptit bt ky. Goc lién két khong peptidyl nay c6 thé c6 hai hodc ba dau.
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Géc lién két khong peptidyl dugc str dung trong sang ché co thé dugc chon tir
nhém bao gém polyme c6 thé phan hity sinh hoc nhu polyetylen glycol, polypropylen
glycol, copolyme cua etylen glycol v6i propylen glycol, rugu da chic da duoc
polyoxyetyl héa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé
phén hiy sinh hoc nhu axit polylactic va axit polylactic-glycolic, polyme lipit, kitin, axit
hyaluronic va hdn hgp ctia chiing, nhung khéng chi giéi han & cac loai nay. Tt hon néu
gbc lién két khong peptidyl 1a polyetylen glycol, vi du polyme polyetylen glycol ¢o cong
thire 1, nhung khong chi giéi han & gbc lién két nay:

7.

trong d6 n nim trong khoang tir 10 dén 2400, t6t hon néu nim trong khoang tir 10

Cong thirc 1

dén 480, va tét hon nira néu ndm trong khoang tir 50 d&én 250, nhung khong chi gi6i han

& céc tri sO nay.

Pdng thoi, cac gbe lién két khong peptidyl khac co khdi lwong phan tir tuong ing
vé6i khéi lugng phan tir ciia polyetylen glycol c6 cong thirc 1 13 ciing ndm trong pham vi

cua sang che.

Ngoai ra, cac din xuit ciia chung da biét trong linh vuc ny va cac din xuét gbc
lién két khong peptidyl c6 thé duogc tao ra mot cach d& dang trong linh vuc k¥ thuat nay

1a cling nam trong pham vi ctia sang ché.

Polyetylen glycol duoc sir dung lam gdc lién két khong peptidyl theo sang ché c6
lgi & chd né khong l1am can tré khong gian giita polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va méanh
Fc globulin mién dich gén két v6i ca hai ddu tan cliing cta chiing sao cho ca hoat tinh sinh
ly ctia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y 1dn 4i Iyc gin két cia manh Fc globulin mién dich

v6i FcRn ¢6 thé duoc duy tri.

Géc lién két peptidyl duge st dung trong protein dung hop di dugc tao ra bing
phuong phap dung hop trong khung thong thuong c6 nhuge diém & chd n6é duoc phén
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giai mot cach dé dang béi proteaza in vivo, do d6 khéng thé thu duge thoi gian ban thai
trong huyét thanh cia dugc chét boi chit mang ting 1én nhu mong mudn. Tuy nhién, thé
tiép hop bao gém gdc lién két khong peptidyl theo sang ché co thé khic phuc dugc hoan
toan nhugc diém nay. Géc lién két khong peptidyl ¢6 thé 1a polyme c6 tinh khéng véi
proteaza dé duy tri thoi gian ban thai trong huyét thanh cua peptit, tuong tu vdi déc tinh
ctia chit mang. Do d6, gbc lién két khong peptidyl bat ky c6 thé duge st dung theo sang
ché ma khéng bi gi6i han theo cach bt ky, v6i diéu kién n6 13 polyme c6 chuc nang néu

trén, tirc 1a polyme c6 tinh khang véi proteaza in vivo.

Ngoai ra, goc lién két khong peptidyl dwoc lién két véi manh Fe globulin mién
dich theo sang ché c6 thé dugc tao ra khong chi tir mot loai polyme, ma con 1a dang két

hop cua céc loai polyme khac nhau.

Géc lién két khong peptidyl dugc sir dung trong sang ché ¢ cac nhém phéan Gng

¢6 kha niang gén két véi manh Fe globulin mién dich va polypeptit c6 hoat tinh sinh ly.

Tt hon néu cac nhém phéan g & ca hai diu polyme khong chira gbc lién két
peptidyll dugc chon tir nhém bao gdm nhém aldehyt phan tmg, nhom propionaldehyt,
nhém butyraldehyt, nhém maleimit va din xuit sucxinimit. Trong ban md ta nay, din
xuit sucxinimit c¢6 thé 1a sucxinimidyl propionat, hydroxy sucxinimidyl, sucxinimidyl
carboxymetyl, hodc sucxinimidyl cacbonat. Cu thé, khi polyme khong chira gbc lién két
peptidyl c6 nhém aldehyt phan ng & c4 hai du tin cling ciia n6, thi polypeptit c6 hoat
tinh sinh 1y va globulin mién dich s& 14n hrot gén két mot cach hiéu quéa véi ca hai diu tan
cling ciia gde lién két khong peptidyl, ddng thoi 1am giam dén murc t5i thidu cac phan ung
khong dic hidu. Thanh phim tao ra bdi qua trinh alkyl héa khir thong qua lién két aldehyt
c6 @6 6n dinh hon rit nhiéu so véi thanh phdm duogc lién két thong qua lién két amit.
Nhém aldehyt phan tng c6 thé gin két mot cach chon loc v6i ddu tdn cung N & do pH
thip va co thé tao ra lién két cong hoa trj v6i gbc lysin & d6 pH cao, vi du & do pH bang
9,0. Trong ban mé ta nay, gbc lién két khong peptidyl c6 thé chira hai hodc nhidu nhém

aldehyt hoic c6 hai hoic nhiéu nhém ruou dugce thé bing cic nhom chirc ké ca aldehyt.

Céc nhém phén tmg & ca hai diu tan cing ciia gbc lién két khong peptidyl c6 thé
1a giéng hoac khéac nhau. Vi dy, mot du tan cing cua gbc lién két khong peptidyl c6 thé

¢6 nhém maleimit, va diu tan cliing con lai ¢6 thé c6 nhém aldehyt, nhom propionéldehyt,

-15-



27414

hoac nhém alkyl aldehyt nhu butyl aldehyt. Khi polyetylen glycol c6 nhém hydroxyl
phan tmg & ca hai diu dugc st dung lam gbc lién két khong peptidyl, thi cac nhém
hydroxy c6 thé dugc hoat héa thanh cic nhém phan tmg khac nhau bang phan mg hoa
hoc da biét. Theo cach khac, polyetylen glycol dang cé trén thi trudng ¢6 nhém phéan tng

c4i bién co6 thé duoc st dung dé didu ché thé tiép hop theo séang ché.

Thuat ngir “polypeptit ¢ hoat tinh sinh 1y” duoc str dung trong ban mé ta dé chi
céc polypeptit co hoat tinh sinh 1y bat ky in vivo, thuong cé ciu tric polypeptit va c6 cac
hoat tinh sinh 1y khac nhau. Polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy bao gém céc polypeptit co
chirc nang didu hoa su biéu hién gen va chirc ning sinh Iy va dé sira chita tinh trang bét
thudong gy ra boi su thiéu hut hoic tiét qua mirc mét chat nim trong qua trinh diéu hoa
chtrc nang in vivo. Polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y ciing ¢6 thé bao gém cac tic nhan tri
liéu protein thong thuong. Ngoai ra, thuit ngit “polypeptit cé hoat tinh sinh ly” c¢6 nghia

cdn bao gdm khéng chi cac polypeptit nguyén thé, ma con 1a cac din xuét ctia ching.

Loai va kich thudc ciia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y trong thé tiép hop theo sang
ché 13 khong bi giéi han mot cach cu thé, véi diéu kién né 1a polypeptit c6 hoat tinh sinh
1y ¢6 thé 1am ting thoi gian ban thai trong huyét thanh boi cdu tric ciia thé tiép hop theo
sang ché. Theo mdt phuong 4n ciia sang ché, thé tiép hop dugc tao ra bang cach sir dung
cac polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y khac nhau, bao gdm insulin, interferon, hormon sinh
trudng clia ngudi va chit chi van GLP-1, 13 cac polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y dai dién,
va nhén thdy rang 4i luc gin két noi tai ciia chinh manh Fc globulin mién dich déi véi
FcRn c6 thé duge duy tri ma khong lién quan dén loai va kich thudc cia polypeptit c6
hoat tinh sinh ly.

Polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y nim trong thé tiép hop theo sang ché c6 thé dugc
chon tir nhém bao gdm peptit twong tu glucagon-1, yéu t6 kich thich tao mau bach cau
hat, hormon sinh truéng cua ngudi, erythropoietin, glucagon, oxyntomodulin, insulin,
hormon gidi phéng hormon sinh truéng, peptit gidi phoéng hormon sinh trudng,
interferon, thu thé interferon, thu thé ghép cdp protein G, interleukin, thu thé interleukin,
enzym, protein gin két interleukin, protein gin két xytokin, yéu t6 hoat hoa dai thuc bao,
peptit dai thuc bao, yéu t6 té bao B, yéu td t& bao T, protein A, chét tc ché di ung,
glycoprotein gy hoai tir té bao, doc t6 mién dich, lymphotoxin, yéu té gay hoai tir kh6i

u, chit kim ham khéi u, yéu t6 phat trién su di cin, antitrypsin alpha-1, albumin, o-

-16-



27414

lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin dd dugc glycosyl héa & mirc cao,
angiopoietin, hemoglobin, trombin, peptit hoat hoa thu thé trombin, trombomodulin, yéu
t6 dong mau VIL yéu td dong mau VIIa, yéu t6 dong mau VIIL, yéu t& dong mau IX va
yéu t6 dong mau XIII, yéu té hoat héa plasminogen, peptit gin két fibrin, urokinaza,
streptokinaza, hirudin, protein C, protein phan tmg C, chit trc ché renin, chét wc ché
colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu t sinh truéng c6 ngudn gbe tir tidu cau, yéu
t sinh truong biéu mo, yéu td sinh truéng bidu bi, angiostatin, angiotensin, yéu tb sinh
trudng xuong, protein kich thich tao xuong, canxitonin, atriopeptin, yéu t6 tao sun,
elcatonin, yéu t6 hoat hoa mé lién két, chit e ché qua trinh cua yéu t6 md, hormon kich
thich nang, hormon tao hoang thé, hormon giai phéng hormon tao hoang thé, yéu td sinh
truéng ddy than kinh, hormon tuyén cén giap, relaxin, secretin, somatomedin, yéu t§ sinh
truéng tuong tu insulin, hormon vo tuyén thuong thén, cholexystokinin, polypeptit tuyén
tuy, peptit giai phong gaxtrin, yéu t§ giai phong corticotropin, hormon kich thich tuyén
gidp, autotaxin, lactoferrin, myostatin, khang nguyén bé mit té bao, khang nguyén vacxin
c6 ngudn gdc tir virut, khang thé don dong, khang thé da dong, v manh khang thé,
nhung khong chi gi6i han &. Ngoai ra, thudt nglr “polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, nhu
dugc st dung trong ban md ta niy, khong nhitng bao gdm polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly
tr nhién, ma con bao gém chit chu van, tién chét, din xuét, manh hoic cac bién thé cua
mdi polypeptit ndy. Trong ban md ta nay, vi du vé cac din xuit oxyntomodulin bao gbm
toan bo cac din xuit dugc mé ta trong Cong bd don sang ché Han qudc sb 10-2012-
0137271, va vi du vé cac din xult peptit giai phong insulin bao gbm cac din xuét da
dugc md ta trong Cong bd don sang ché Han quéc s6 10-2009-0008151, nhung khong chi

gi6i han & cac din xuat nay.

Thuat ngit “ménh Fc globulin mién dich” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi
protein chita ving hang dinh chudi ning clia globulin mién dich, khéng bao gdm ving
hang dinh chudi ning 1 (CH1) va ving hing dinh chudi nhe 1 (CL1) cta globulin mién
dich nay. Manh Fc ¢6 thé chira Vl‘lhg ban 18 trong ving hing dinh chudi nang. Theo séng
ché, t&t hon néu méanh Fc globulin mién dich bao gém mién CH2, mién CH3, hodic ca hai

mién ndy, do 4i luc gdn két ciia manh Fc globulin mién dich v6i FcRn can duge duy tri.

Ngoai ra, manh Fc globulin mién dich theo sang ché c6 thé 13 manh Fc kéo dai bao

g(‘A)m mot phén hodc toan by ving héng dinh chudi niang 1 (CH1) va/hoic vung hﬁng dinh
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chudi nhe 1 (CL1), ngoai trir viing bién ddi chudi ning va chudi nhe cia globulin mién
dich nay, véi diéu kién no duy tri duge ai luc gan két ndi tai ciia né véi FcRn, ngay ca khi

n6 duge lién két véi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy va gdc lién két khong peptidyl.

Do manh Fc globulin mién dich 1a polypeptit c6 thé phan huy sinh hoc chuyén hoa
in vivo, nén né 13 an toan dé ding lam duogc chit mang. Ngoai ra, do méanh Fc globulin
mién dich c6 khéi Irgng phén tir thip hon so véi toan bd phan tir globulin mién dich, nén
c6 loi trong viéc tao ra, tinh ché va hiéu suit thu dugc thé tiép hop. Ngoai ra, do ving
Fab c6 khong c6 tinh ddng nhat cao do sy khac nhau vé trinh tu axit amin gitra cic khang
thé, dugc loai bd, nén manh Fc ¢6 tinh déng nhét tang 1én mdt cach dang ké va kha ning

tao ra tinh khang nguyén trong huyét thanh 1a thip.

Theo sang ché, manh Fc globulin mién dich khong nhitng bao gdm trinh tr axit
amin nguyén thé, ma con bao gém dot bién trinh tur ciia nd. Thuét ngir “do6t bién trinh tyr
axit amin” dugc st dung trong ban méd ta dé chi trinh tr khic véi trinh tu axit amin
nguyén thé do khuyét, cai xen, thé khong bao toan hoidc bao toan hodc dang két hop cia
ching cia mdt hodc nhiéu cic gbc axit amin gy ra. Vi du, trong trudng hop IgG Fe, da
biét ring cac gdc axit amin & cac vi tri 214 dén 238, 297 dén 299, 318 dén 322 hoic 327
dén 331, 1a quan trong trong qua trinh gin két, c6 thé duoc sir dung 1am dich cai bién

thich hop.

Ngoai ra, cac dot bién khac nhau ciing ¢ thé c6 mit, bao gébm cac dot bién co
doan khuyét ciia viing c6 kha ning tao lién két disulfua, doan khuyét ciia mét vai gbc axit
amin & ddu tin cing N ciia Fc nguyén thé, hoic doan bd sung ctia gbc methionin vao diu
tdn cung N cua Fc ngliyén thé. Ngoai ra, dé loai bo cc chirc ning cam Ung, vi tri gin két
bd thé, vi du vi tri gén két Clq, c6 thé duoc loai bo, va vi tri gdy doc té bao qua trung
gian té bao phu thudc khang thé (antibody dependent cell mediated cytotoxicity - ADCC)
ciing c6 thé dugc loai b, Phuong phép san xuét cic din xuét trinh ty nhu vy cliia manh

Fc globulin mién dich dugc md ta trong W097/34631 va W096/32478.

Viéc trao ddi axit amin trong cic protein va peptit, thuong khong 1am thay dbi
hoat tinh cua céc phan ti, 1a da biét trong linh vuc nay (H. Neurath, R. L. Hill, The
Proteins, Academic Press, New York,197 9). Céc cip trao ddi axit amin hay gip nhét 1a

Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly,

-18-



27414

Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly, theo ca hai

hudng.

Trong mét sb trudng hop, manh Fe globulin mién dich ciing c6 thé dugc cai bién
bing céach, vi du phosphoryl ho4, sulfat héa, acryl héa, glycosyl hod, metyl hoa, farnesyl

hoa, axetyl hoéa hodc amit hoa.

Cac d6t bién Fc néu trén 1a cac dot bién c6 hoat tinh sinh hoc tuong duong nhu
hoat tinh clia manh Fc theo sang ché, nhung ¢6 d6 én dinh cAu triic dbi vi nhiét, d6 pH,

hoic cac yéu t6 tuong tu cai thién hon.

Ngoai ra, cic manh Fc nay c6 thé thu duge tir cic dang nguyén thé duoc phan lap
tr nguoi va dong vat bao g?)m bo, dé, lon, chudt nhét, thé, chudt déng, chudt va chudt
lang, hodc c6 thé 1a dang tai t5 hop hodc cac din xuét cia chung, thu dugc tir cac té bao
dong vat hodc vi sinh vat chuyén gen. Trong ban md ta nay, ching c6 thé thu dugc tir
globulin mién dich nguyén thé bang cach phén l4p toan bd globulin mién dich ra khoi co
thé sdng ctia nguoi hodc dong vat va xir Iy n6 bing proteaza. Khi duge xir ly bang
papain, thi toan bo globulin mién dich dugc phan giai thanh Fab va Fc. Ddng thoi, khi nd
duoc xir Iy bang pepsin, thi n6 dugc phan giai thanh pF’c va F(ab),. Cac méanh nay co thé
dugc st dung, vi du trong phuong phap sic ky loai ¢& dé phan 1ap Fc hoidc pF’c.

Tt hon néu méanh Fc 12 manh Fc globulin mién dich t4i t6 hop thu dugc tir vi sinh

vat bang cach sir dung manh Fc cia ngudi.

Ngoai ra, manh Fc globulin mién dich c6 thé & dang chudi dudong nguyén thé,
chudi dudng dai hon so véi dang nguyén thé hodc chudi dudng ngén hon so véi dang
nguyén thé, hodc c¢6 thé & dang dugc khir glycosyl hoa. Qua trinh kéo dai, rut ngin hoic
loai bd chudi dudng ctia manh Fe globulin mién dich c¢6 thé dugc thuc hién bang cach st
dung cac phuong phap thong thuong, nhu phuong phap hoéa hoc, phuong phép enzym va
phuong phap di truyén bang cach sir dung vi sinh vat. Manh Fc globulin mién dich thu
duoc bang cach loai bé chudi duong ra khoi Fe ¢6 mirc giém 1 rét vé ai luc gin két véi
b thé (c1q) va lam giam hodic mét hoat tinh gdy doc té bao qua trung gian t& bao phu
thudc khang thé hodc hoat tinh gy doc té€ bao phu thudc bd thé, do d6 khong tao ra cac

d4ap tng mién dich in vivo khéng cén thiét. Lién quan t6i van d& nay, manh Fc globulin
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mién dich & dang dugc khir glycosyl héa hogc chua duge glycosyl héa c6 thé 1a thich hop

hon dé dung lam dugc chit mang.

Thuat ngit “khir glycosyl héa” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi qua trinh loai
enzym clia cic gdc dudng ra khoi manh Fe, va thudt ngir “chua dugc glycosyl hoa” c6
nghia 12 manh Fc chua duge glycosyl hoa tao ra trong cac sinh vat nhén so, t6t hon néu

trong E. coli.

Pong thoi, manh Fe globulin mién dich ¢6 thé c6 ngudn gbc tir ngudi hodc dong
vat nhu gia suc, dé, lgn, chudt nhit, tho, chudt déng, chudt hodc chuft lang. Tbt hon néu
manh ndy c6 ngudn gdc tir ngudi. Ngoai ra, manh Fec globulin mién dich c6 thé 12 manh
Fc c6 ngudn gbe tir IgG, IgA, IgD, IgE va IgM, dang két hop cta chung, hodc cac thé lai
ctia chiing. T6t hon néu manh Fc ¢6 ngudn gdc tir IgG hoic IgM, 1a cac protein phd bién
nhit trong mau ngudi, va tdt nhit néu manh Fc ¢6 ngudn gbce tir IgG da biét dé 1am tdng

thoi gian ban thai cta cac protein gin két phéi tir.

Thuét ngit “két hop” trong ban mb ta nay duge sir dung trong ban md ta dé chi su
tao ra lién két gitra polypeptit ma hdéa manh Fc globulin mién dich chudi don c6 cung
ngudn gbe va polypeptit chudi don c6 ngudn gbc khac nhau dé tao ra dime hodc multime.
Mit khac, dime hodc multime c6 thé dugc tao ra tir hai hodc nhiéu méanh duoc chon tir

nhom bao gdm cic manh IgG Fec, IgA Fc, IgM Fe, IgD Fe, va IgE Fec.

Thuét ngit “thé lai” dugc sir dung trong ban md ta dé chi su c6 mat cua hai hodc
nhiéu trinh ty trong Gmg v6i manh Fc globulin mién dich ¢6 ngudn gbe khac nhau trong
manh Fc globulin mién dich chudi don. Theo sang ché, cac thé lai khac nhau c6 thé co
mit. Mit khéac, cac mién lai c6 thé bao gém mot dén bdn mién duge chon tir nhém bao
gdbm CH1, CH2, CH3 va CH4 cua IgG Fc, IgM Fc, IgA Fe, IgE Fc va IgD Fc, va c6 thé

chra vuing ban 1€.

Mit khéc, IgG c6 thé dugc chia thanh cic phan nhém IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4,
va cac dang Két hop hodc cac thé lai cia ching cé thé dugc sir dung theo 'se’mg ché, tt
hon néu cac phan nhém IgG2 va IgG4, va t6t nhit néu manh Fc ctia IgG4 hiém c6 cac
chirc ning cam ung nhu CDC (hoat tinh gy doc t& bao phu thudc bd thé). Mit khac,
manh Fc globulin mién dich duoc wu tién nhét @& ding lam duoc chit mang theo sang

ché 1a méanh Fc khong dugc glycosyl hoa c6 ngudn gbe tir [gG4 cia ngudi. Manh Fe cua

-20-



27414

nguoi duge uu ti€n hon so v§i manh Fc khong phai cia ngudi, c6 the c6 tdc dung lam
khang nguyén trong co thé ngudi va giy ra cac dép tmg mién dich khong mong mudn

nhu san sinh khang thé méi khéng lai khéang nguyén.

Theo phuong 4n cia sang ché, mdi insulin, interferon, hormon sinh truéng cia
ngudi va chit chi vin GLP-1 dugc lién két v6i manh Fe globulin mién dich c6 kha ning
gfn két voi FcRn thong qua gdc lién két khong peptidyl, nhd d6 didu ché thé tiép hop co
kha ning tang cudng i luc gan két ndi tai cia manh Fe globulin mién dich véi FcRn va
c6 thé tach ra khoi FcRn mot cach dé dang & d6 pH trung tinh va ciing ¢6 thé tao ra mirc
d6 phan ly tuong tur nhu mirc d6 phan ly ctia manh Fc globulin mién dich (Vi du va Fig.2
va Fig.3). Ngoai ra, nhin thiy ring thé tiép hop theo sang ché c6 thoi gian tac dung in
vivo dai hon so véi thé tiép hop trong khung (Fig.4).

Theo mét khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phéap san xut thé tiép hop
ctia manh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh ly duy tri 4i luc gén két ndi
tai cia manh Fc globulin mién dich v6i FcRn, phuong phap nay bao gém céc budc: (a)
cho polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y lién két véi manh Fc globulin mién dich c¢6 ving gin
két FcRn thong qua gbc lién két khong peptidyl dé tao ra hdn hop cac thé tiép hop chira
manh Fc globulin mién dich va polypetit ¢ hoat tinh sinh 1y; va (b) phan tich ra khoi
hdn hop nay thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh
Iy, c6 ty 18 gén két nim trong khoang + 6% ty 1& gin két cia manh Fc globulin mién dich,
nhu dugc x4c dinh bang cach thé luong gén két véi FcRn & do pH bang 6,0 va luong gén
két véi FcRn & d6 pH bing 7,4 vao phuong trinh 1..

Phuong trinh 1

Ty 16 gén két (%) = (Iwong gin két & do pH bang 7,4/luong gin két & d6 pH bing
6,0) X 100 |

Trong ban mé ta nay, polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, manh Fc globulin mién dich,
gbc lién két khong peptidyl, thé tiép hop va viée xdc dinh ty 16 gn két 13 nhu duge md ta

néu trén.

Budc (a) trong phuong phap theo sang ché 1a budc lién két cong hoéa tri cuia

pblypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y véi manh Fc globulin mién dich thong qua gbc lién két
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khéng peptidyl. Bu6e (a) c6 thé chita cic budce: (i) cho mét chit bat ky trong sb
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va manh Fc globulin mién dich lién két véi nhom phan tng
& mot ddu tn cing cua gde lién két khong peptidyl; va (ii) cho chét con lai lién két véi
nhém phan tmg & ddu tdn cling con lai cta gde lién két khong peptidyl. Bude (a) co thé
con bao gdm, ndm giita budc (i) va (ii), budc phan tach polypeptit c6 hoat tinh sinh ly
hodc manh Fc globulin mién dich dugc lién két voi mot dau tan cung cua géc lién két
khong peptidyl. Dé diéu ché thé tiép hop ndy, ndi dung ctia don Han Quéc s610-0725315

c6 thé dugc két hop vao ban md ta nay biang céach vién dan.

Pé lién két polypeptit c6 hoat tinh sinh ly véi phan khong chira ving gin két FcRn
ctia manh Fc globulin mi&n dich thong qua gdc lién két khong peptidyl, polypeptit co
hoat tinh sinh ly c6 gdc lién két khong peptidyl da dugc lién két vao d6 c6 thé duge phan

mg v6i manh Fc globulin mién dich & d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dn 9,0.

Khi thé tiép hop dugc tao ra bing quy trinh nay, cac san phdm phu nhur thé tiép
hop c6 kha ning lam giam i luc gin két ctia manh Fc globulin mién dich véi FcRn ¢6
thé duoc tao ra ngoai thé tiép hop duy tri i luc gin két ndi tai cia manh Fc globulin mién
dich vé6i FcRn. Véi li do ndy, sau phan tng cho polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y lién két
v6i manh Fe globulin mién dich théng qua peptit khong peptidyl, quy trinh nay cin thuc
hién thém bude phan tach manh Fc globulin mién dich-polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢
kha ning duy tri 4i luc gin két ndi tai cia manh Fc globulin mién dich véi FcRn ra khoi

hdn hop thé tiép hop nay.

Do d6, phuong phap theo sang ché bao gdbm budc (b) phén tach thé tiép hop chua
manh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh Iy ra khoi hdn hop thé tiép hop
c6 ty 18 gin két nim trong khoang + 6% ty 1¢ gin két ctia manh Fc globulin mién dich,
nhu duge x4c dinh bang cach thé luong gin két véi FcRn & d6 pH bang 6,0 va luong gin
két véi FcRn & do pH bang 7,4 vao phuong trinh 1.

Tét hon néu budce (b) 1a bude phén tach thé tiép hop trong d6 gbc lién két khong
peptidyl duogc lién két véi cac gde axit amin ra khéi ving gin két FcRn ctia manh Fc
globulin mién dich, vi du viing twong tng véi cac vi tri 252-257 va 307-311 ctia CH2 va
cac vi tri 433-436 cia CH2, duoc danh s theo hé thdng danh sb thir tr cobat. Pac biét,
budce (b) 1a bude chi tich mét cach chon loc thé tiép hop trong d6 gbc lién két khong
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peptidyl dugc lién két v6i ddu tan cing N ctia manh Fc globulin mién dich sao cho 4i luc

gén két noi tai cia manh Fc d6i véi FcRn dugce duy tri.

Céc diéu kién phan tach va tinh ché & budc (b) c6 thé thay dbi phu thudc vao loai

gbc lién két khong peptidyl, polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va loai twong tir d3 sir dung.

Séang ché ciing md ta phuong phap duy tri 4i luc gin két ndi tai cta thé tiép hop
chira manh Fc globulin mién dich va polypetit c¢6 hoat tinh sinh 1y d6i v&i FcRn, phuong
phap nay bao gdm budc cho polypeptit c6 hoat tinh sinh ly lién két véi méanh Fe globulin
mién dich chtra viing gin két FcRn thong qua gdc lién két khong peptidyl.

Trong ban md ta ndy, polypeptit c6 hoat tinh sinh ly, manh Fc globulin mién dich,
gbc lién két khong peptidyl va thé tiép hop 1a nhu duoc néu trén.

Sang ché c6 vu diém & chd, do polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc lién két véi
manh Fc globulin mién dich chtra ving gin két FcRn thong qua gbc lién két khong
peptidyl, nén ai luc gin két ndi tai cia manh Fc globulin mién dich v6i FcRn duge duy tri
ddng thoi manh Fe globulin mién dich c6 thé tich mét cach dé dang ra khéi FcRn & do
pH trung tinh va c6 thé duoc tudn hoan mot cach dé dang, goi y rang thoi gian ban thai in

vivo cua manh Fc globulin mién dich c6 thé duoc ting 1én mot cach hiéu qua.

Trong ban mb ta ndy, phuong phap duy tri 4i luc gén két ndi tai c6 thé duogc thuc

hién in vivo.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& cap dén ché phdm chira thé tiép hop chua
manh Fc globulin mién dich va polypetit ¢6 hoat tinh sinh 1y, ¢6 thé duy tri dugc 4i luc

gén két noi tai ctia manh Fc globulin mién dich véi FcRa.

Trong ban md ta nay, polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, manh Fc globulin mién dich

va thé tiép hop 1a nhu duogc néu trén.
Vi du thye hién sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon trong phan vi du sau. Tuy nhién, can hi€u rang

cac vi du ndy chi nham muc dich minh hoa chit khong gi¢i han pham vi clia séng che.
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Vi du: Phuong phép san xuét thé tiép hop clia protein c6 hoat tinh sinh ly va manh
Fc chira vi tri gén két FcRn

(1) Pidu ché manh Fc globulin mién dich

Manh Fc globulin mién dich dugc tao ra theo phuong phap da duge mo ta trong
Pon sang ché Han qudc sé 10-2006-0077377 (“Method for mass production of methionin

residue-free globulin mién dich Fc region™) dugc ndp dudi tén céc tac gia sang ché.
(2) Didu ché thé tiép hop chira méanh Fc globulin mién dich-insulin

Phan tmg dwoc thuc hién dé gin PEG c6 phin ALD2 3,4 kDa (IDB, Han Qudc)
dic hiéu & dAu tan cing N cia chudi beta ctia insulin. Dung dich phan tng dugc tinh ché
bing cot trao dbi cation. P& diéu ché thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich-
insulin, insulin-mono-PEG di tinh ché dugc cho phan tng v6i manh Fc globulin mién
dich. Tai thoi diém nady, phan ung dugc thuc hién & d6 pH nam trong khoang tir 6,0 dén
8,2 dé dinh hudng insulin dic hiéu t6i ddu tan cing N ciia manh Fc globulin mién dich.
Sau khi phan rng xay ra hoan toan, dung dich phan ng trudc tién dugc tinh ché bang cot
trao d6i anion, va sau d6 tinh ché bing cot ky nudce, dé thu duge thé tiép hop chira insulin

duoc lién két dac hiéu vi tri v6i manh Fc globulin mién dich.
(3) Diéu ché thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich-interferon

PEG c6 phin ALD2 3,4 kDa (IDB, Han Qudc) dugc bd sung vao va cho phan tng
v6i dung dich dém chtra interferon alpha-2b cua ngudi (hIFNa-2b; khéi luong phan tir:
19 kDa) dugc hoa tan vao do. D& thu dugc thé tiép hop trong 6 PEG dugc lién két dic
hiéu véi d4u tin ciing amino cia interferon-alpha va PEG va interferon-alpha dugc lién
két v6i nhau theo ty 18 bang 1:1, hdn hop phan tng duge dua vao cot sic ky trao ddi ion
dé tinh ché IFNa-2b-mono-PEG. P& dinh huéng interferon-mono-PEG di tinh ché dic
hiéu t6i dau tan cing N ctia manh Fc globulin mién dich, phan ng dugc thuc hién & do
pH nim trong khoang tir 5,5 dén 6,5. Sau phan tng lién két, dé tinh ché thé tiép hop chura
manh Fc globulin mién dich-interferon thu duge, hdn hop phan tng duge cho di qua cot
trao dbi anion dé thu dugc phan doan thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich-
interferon. Phan doan thé tiép hop dugce tiép tuc tinh ché b?mg cdt ky nudec, dé thu duoc

thé tiép hop chira interferon duoc lién két dic hidu vi tri v6i méanh Fe globulin mién dich.
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(4) Diéu ché thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich-hormon sinh truéng

cua ngudi

PEG c6 phan ALD2 3,4 kDa (IDB, Han Quéc) dugc bd sung vao va cho phan tmg
v6i dung dich dém chira hormon sinh trudng ctia ngudi (hGH; khéi luong phén tir: 22
kDa) dugc hoa tan vao d6. Dé thu duoc thé tiép hop trong d6 PEG dugc lién két dic hiéu
v6i ddu tdn cing amino cta hormon sinh truéng cia ngudi va PEG va hormon sinh
trudng ciia ngudi dugce lién két voi nhau theo ty 18 bang 1:1, hdn hop phan tmg duoc dua
vao ¢t sic ky trao ddi ion dé tinh ché hormon sinh truéng ctia ngudi-mono-PEG. Dé
dinh hudng va lién két hormon sinh truéng ciia ngudi-mono-PEG da tinh ché dic hiéu
véi dau tan cung N ciia ménh Fc globulin mién dich, phan tmg dugc thuc hién & do pH
nam trong khoang tur 5,5 dén 6,5. Sau phan tng lién két, hdn hop phan tng dugce tinh ché
bang cot trao dbi anion, dé thu dugc phan doan thé tiép hop chira hormon sinh truéng cia

ngudi duge lién két ddc hiéu vi tri v6i manh Fc globulin mién dich.
(5) Diéu ché thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich d6i khang GLP-1R

PEG c6 phin ALD2 3,4 kDa (IDB, Han Quéc) duoc cho phan tmg ddc hiéu vi tri
v6i gbe lysin ciia imidazo-axetyl-exendin-4 (CA exendin-4, Bachem, Thuy Si). Pé thu
dugc thé tiép hop trong d6 PEG va chét cha vAn GLP-1R dugc lién két v6i nhau theo ty
1¢ bang 1:1, hdn hop phan ng duge phan tich bing phwong phép sic ky cot trao ddi
cation dé tinh ché exendin-4-mono-PEG. Dé diéu ché thé tiép hop chira manh Fc globulin
mién dich d6i khang GLP-1R chira exendin-4-mono-PEG lién két diic hiéu véi ddu tan
cing N ciia manh Fc globulin mién dich, phan tng duQc thyc hién & d6 pH ndm trong
khoang tir 5,0 dén 8,2. Sau phan mg ghép cip, quy trinh tinh ché hai budc dugc thuc
hién bing cot ky nuéc va cot trao dbi anion, dé thu dwoc thé tiép hop chira méanh Fc
globulin mién dich d6i khang GLP-1R chtra chét cht vAn GLP-1R duoc lién két dic hiéu

vi trf v6i manh Fc globulin mién dich.

Vi du dbi chung: Didu ché thé tiép hop chira chét chi van GLP-1R dugc lién két

trong khung véi manh globulin mién dich

Dé so sanh vai thé tiép hop theo sang ché, protein dung hop chira chit chi van
GLP-1R véi méanh Fc globulin mién dich chira vi tri FcRn ¢6 khéi lugng phan tir khoang
50 kDa dugc diéu ché bang phuong phép tai td hgp gen ma khong can sir dung gbc lién
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két. Thé tiép hop chira chét chu van GLP-1R dugc lién két trong khung véi manh Fec
globulin mién dich (sau diy dwoc goi tit 1a “thé tiép hop trong khung chira manh Fc
globulin mién dich dbi khang GLP-1R”) dugc tinh ché tir mdi truong nudi cdy bang cot

ai luc.
Vi du thir nghiém 1: Panh gia i lyc gin két v6i FcRn

Trong sb cac protein dugc dura vao cac té bao bing cach nhép bao, protein c6 vi tri
gén két FcRn gén két véi FcRn ¢ d6 pH axit, trong khi d6 protein khong dugc gén két véi
FcRn dugc loai bé bing cach phan hiy lysosom. Khi duge phén tich ra khoi FcRn & do
pH trung tinh, thi protein gin két v6i FcRn dugc gii phong vao bé mit t& bao, trong khi
d6 protein gin két véi FcRn khong duge phan tach ra khéi FcRn s& phan hiy lysosom.

Co ché nay dugc thé hién trén Fig.1.

Do d6, @& kiém tra xem thé tiép hop trong vi du nay thu duoc bang cach lién két
protein ¢ hoat tinh sinh Iy véi manh Fe globulin mién dich ¢6 vi tri gén két FcRn thong
qua gbc lién két khong peptidyl hay khéng, c6 thé duy tri 4i Iuc gén két ciia manh Fc
globulin mién dich riéng 1é v6i FcRn hoic thé tiép hop nay c6 thé dwgc phéan tach mot
cach d& dang ra khoi FcRn & d6 pH trung tinh va c6 thé dugc giai phong vao mau hay

khong, thi thir nghiém sau dugc thuc hién.

bic biét, dé kiém tra xem &i luc ge"ln két cua ménh globulin mién dich v6i FcRn

khong thay ddi ngay ca khi thé tiép hop theo sang ché duoc tao ra, thi i luc gin két gitra
FcRn va thé tiép hop ciia vi du theo sang ché hodc vi du ddi ching dugc xac dinh bing
phuong phap cong huéng plasmon bé mit (BIACORE 3000). Thu thé dime FCGRT &
B2M (Sino Biological Inc.) dugc sir dung lam FcRn. FcRn duoc ¢b dinh trén chip CM5
bing phwong phéap ghép cap amin, va sau d6 thé tiép hop nay dugc bd sung vao & ndng
d6 nam trong khoang tir 100 nM dén 12,5 nM dé xéc dinh &i luc gin két gitra chung. Tuy
-nhién, do co ché 1am ting thoi gian ban thai qua trung gian FcRn 13 phu thudc vao do pH,

nén tht nghiém dugc thuc hién & timg 46 pH axit va do pH trung tinh.

(1) Po 4i luc gin két cta thé tiép hop chira globulin mién dich-protein v6i FcRn &

do pH axit
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Do qué trinh gén két cta protein da nhap bao v6i FcRn xay ra & d6 pH axit, nén
dung dich dém phosphat (d6 pH bing 6,0) dugc sir dung 1am dung dich dém chay 1 dé
tao lai qua trinh gin két nay. Toan bd thé tiép hop chira manh globulin mién dich-protein
nay dugc pha lodng vio dung dich dém chay 1 dé tao ra qua trinh gin két, va qu4 trinh
tach thé tiép hop cling dugc thuc hién bﬁng cach st dung dung dich dém chay 1. Mdi thé
tiép hop chtra manh globulin mién dich-protein nay dugc cho tiép xtic véi chip da c¢6 dinh
FcRn trong 4 phut dé tao ra qué trinh gén két ctia n6, va sau d6 thuc hién budc phan tach
trong 6 phit. Tiép theo, dé do cac tri s6 cuia thé tiép hop chira manh globulin mién dich-
protein & cic ndng d6 khéac nhau, tirc 1a gin két thé tiép hop chira manh globulin mién
dich-protein & cac ndng d6 khac nhau véi chip nay, dung dich dém Hepes & d6 pH bing
7,4 duge cho tiép xic véi thé tiép hop chira manh globulin mién dich-protein gin két voi
FcRn trong khoang 30 gidy. Ai luc gin két cia mbi thé tiép hop chira manh globulin
mién dich-protein véi FcRn & do pH axit dugc phan tich bang cach sir dung hdn hop gin
két Langmuir theo ty 18 1:1 v6i md hinh tréi dudng nén trong phdn mém danh gia BIA,

va céc két qua phén tich dugc thé hién trong Fig.2.

(2) Po i luc gin két cia thé tiép hop globulin mién dich-protein v6i FcRn & d
pH trung tinh

Do qué trinh giai phong thé tiép hop ra khoi céac té bao sau khi gin két véi FcRn
xay ra khi d§ pH thay ddi tir 46 pH axit sang d6 pH trung tinh, nén dung dich dém Hepes
(d6 pH bang 7,4) duoc sir dung 1am dung dich dém chay 2. Tuy nhién, qua trinh gin két
clia gitta FcRn va mdi thé tiép hop chira méanh globulin mién dich-protein dugc tao ra
trong 4 phut bang cach sir dung mau bao gdm mébi thé tiép hop chira manh globulin min
dich-protein, dugc pha lodng trong dung dich dém chay 1, va sau d6 qua trinh tach mdi
thé tiép hop chira manh globulin mién dich-protein ra khoi FcRn dugc dién ra trong 1
phut bang céach sir dung dung dich dém chay 2. D thi cam bién cia thé tiép hop chua
manh globulin mién dich-protein dugc thé hién trong Fig.3. Mirc do phén ly thé tiép hop
chtra méanh globulin mién dich-protein ra khéi FcRn dugc biéu thi bang ty 18 gin két (%)
theo phuong trinh 2 sau. Trong ban mo ta nay, don vi cfng hudng dugc xac dinh & 2 gidy
trude khi két thic qua trinh tiém miu & do pH bang 6,0 dugc chon 1am lugng vat 1y, 13 ty
1& véi luong gin két & @6 pH bang 6,0, va don vi cong hudng duge xac dinh & 10 gidy

sau khi bit ddu qua trinh tach & d6 pH bang 7,4 duoc chon 1am lugng vt ly, laty 1& voi
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luong gén két & do pH bang 7,4. Bang cach st dung don vi cong huéng di chon, ty 1& gén

két duoc tinh toan theo phuong trinh 2:
Phuong trinh 2

Ty 1& gén két (%) = (luong gén két & d6 pH bang 7,4/lugng gin két & d6 pH bang
6,0) X 100

Thuét ngir “ty 1 gin két” duoc sir dung trong ban md ta dé chi mirc dd ma thé tiép
hop chira manh globulin mién dich-protein tich dugc ra khdi FcRn mot cach dé dang. C6
thé nhan thiy ring néu tri s ciia ty 1é gén két cang nho, thi kha ning tach thé tiép hop &
d6 pH trung tinh cang t6t va qua trinh tudn hoan qua trung gian FcRn clia thé tiép hop s&
dién ra mot cach dé dang, nguogc lai néu tri s cua ty 1€ gén két cang l6n, thi kha ndng
tach thé tiép hop & d6 pH trung tinh cang kho, dé thé tiép hop c6 thé loai bo dugc bing
cach phan huy lysosom ngay ca khi né dugc nhép bao biang cach gin két véi FcRn.

Do d6, nhu dugc thé hién trén Fig.2 va Fig.3, cac thé tiép hop chira méanh globulin
mién dich-protein khac nhau ciia vi du theo sang ché da duogc gin két véi FcRn theo cach
phu thudc ndng dd. Cac két qua ciing dugc thé hién trong Bang 1, va mirc d6 phan ly thé

tiép hop, duoc tinh toan bing phwong trinh 2, dugc thé hién trong Bang 2.

Bang 1: So sanh 4i luc gin két cua thé tiép hop chira manh globulin mién dich-
protein d6i véi FcRn & do pH bing 6,0

Po pH bing 6,0
Hop chat thir nghiém ka kd Kp
(1/Ms, X10%) | (1/gidy, X107) | (mM)
Minh globulin mién dich| 4,8 10,5 2%%*
Thé tiép hop chira 2.6
insulin—rriénh globulin 3,1 7.1 3’ 9
mién dich - ’
Thé tiép hgp chira 200 +
interferon-fnénh globulin 3,0 9,3 4’ 3
mién dich ’
Thé tiép hop chira
hormon sinh truéng cia 12 3.6 26,8 &
ngudi- manh globulin ’ ’ 9,0
mién dich
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Thé tiép hop chira chét 247 4
chu van GLP-~1 R-manh 3,8 9,5 5’ 5
globulin mién dich ’
Thé tiép hop chét chi van 17.0 4
GLlZ-lR- manh globulin 3,2 5,3 3’ 7

mién dich trong khung ’

*Kka: hing sb tdc @6 lién két, kd: hing sb téc do phén ly, Kp: héng sb ai luc, ty 1€
gén két: tri sb thu dugc bang cach chia luong gin két & do pH bang 7,4 cho lugng gén Két

& do pH bang 6,0 va nhan thuong sé nay véi 100.

Bang 2: So sanh muc do phén ly cuia thé tiép hop chira manh globulin mién dich-

protein ra khoéi FcRn
] . Lwong gin | Lwong gin C1Te 12 ofn KA
Hop chat thir |Nong do| két (RU) & | két (RU) & |Ty I¢ gin két Ttillligﬁ,ﬁf t
nghiém (nM) | do pH bang | d¢ pH bang (%) (?/)
6,0 7,4 °
100 163,7 4.8 2,9
Maénh globulin | 50 137,4 6,5 4,7 54420
mién dich 25 110,9 7.4 6,6
A 12,5 88,0 6,5 7,3
Thé tiép hop 100 214,1 4,8 22
chua.mang 50 174,3 8,0 4,6 50422
globulin mién 25 143.9 8.4 5,9
dich-insulin 45 51 106,6 7,9 74
Thé tiép hop 100 196.9 6,4 3,2
chu’a'man.}; 50 157,2 6,7 4.3 50+ 1.6
globulin mién 25 120,3 6,7 5,6
dich-interferon |55 913 6.4 7.0
Thé tiép hop 100 205,7 8,2 4,0
chira hormon 50 153,0 7,7 5,1
sinh trudng cua | s 111,9 8,3 7,4 6,6 2,6
nguoi-manh
globulin mién 12.5 82.9 8.1 9.8
dich ’ T ’ ’
Thétiéphop | 100 163,5. 6,2 3,8
chtra chat chu 50 135.5 8,1 5.9
van GLP-1R- 6,6 +£2,6
manh globulin 25 107.7 7,2 6,7
mién dich 12,5 86,2 8,6 10,0
Thé tiép hop 100 301,7 38,2 12,7 12,7+0,3
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chira chatchi | 5 249.5 31,2 12,5
van GLP-1R-
manh globulin 25 197,6 25,9 13,1
mién dich trong
khung 12,5 148,7 18,6 12,5

Két qua trong bang 1 va bang 2 cho thiy ring 4i luc gin két & d6 pH axit hodc do
pH trung tinh khéng khac nhau dang ké gitta manh globulin mién dich don 1é (Fc doc lap
khong c6 protein trj liéu lién két vao d6) va thé tiép hop theo sang ché. Mzt khac, nhan
thdy ring, trong fru&mg hop thé tiép hop globulin mién dich-protein da tao ra theo sang
ché, 4i lyc gin két ciia manh globulin mién dich d6i v6i FcRn khong bi thay dbi ngay ca
khi globulin mién dich gén két v6i protein c6 hoat tinh sinh 1y, va dic biét 13, thé tiép hop
nay bao gdm cac protein c¢6 hoat tinh sinh 1y khac nhau cé kich thuéc khac nhau s& cho
két qua tuong tw. Tuy nhién, thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich ddi khang
GLP-1R trong khung ctia vi du ddi chung c6 ty 1& gén két cao, do d6 khong thé phan tach
ra khoi FcRn & d6 pH trung tinh mét cach thich hop, va thé tiép hop nay c6 tac dung kéo
dai thoi gian ban thai cla protein c6 hoat tinh sinh 1y kém hon so v&i thé tiép hop theo

sang ché.

Vi du thir nghiém 2: Thir nghiém so sanh dugc dong hoc in vivo giira cac thé tiép

hop chira manh Fc globulin mién dich di khang GLP-1R

Dé so sanh duoc dong hoc in vivo giita thé tiép hop chira manh Fc globulin mién
dich dbi khang GLP-1R trong vi du (5) véi thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich
d6i khang GLP-1R trong khung, mitc thay di ndng do cuia thé tiép hop trong huyét thanh
dugc phén tich bang cach sir dung chudt SD khée manh.

Cu thé, mdi thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich d6i khang GLP-1R
(400pg/kg) va thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich déi khang GLP-1R trong
khung (400pg/kg) dugc pha lodng trong nude mubi sinh 1y va tiém dudi da vao cac chudt
thit nghiém & lidu bing 2mL/kg. Sau 4 gid, 8 giv, 24 giv, 48 giv, 72 gid, 96 gid, 120 gid,
144 gid, 168 giv, 192 giv, 216 gid, 240 gio, 288 gidy, 312 gid va 336 gio tiém cac hop
chét thtr nghiém, mau duoc léy tir tinh mach cb cta cac chudt thir nghiém, va huyét thanh
duwgc phén tach ra khoi mau. Tiép theo, ndng d6 cia duoc chét trong mbi miu huyét
thanh dwgc dinh luong bing thir nghiém hép thy mién dich lién két enzym, va két qua
dinh lugng dugc thé hién trén Fig.4.
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Do d6, thoi gian ban thai trong huyét thanh cua thé tiép hop chira manh Fc
globulin mién dich déi khang GLP-1R va thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich
d6i khang GLP-IR trong khung tuong tng 1a 40,9 gir va 28 gid, va ndng do ti da trong
huyét thanh cta cac thé tiép hop nay twong ung 1a 1758,6ng/mL va 742,7ng/mL. Mit
khac, khi dugc chit duge tiém dudi da vao chudt khoe manh & liéu lugng tuong duong,
thi d4 phat hién ra ring thé tiép hop chira manh globulin mién dich dbi khang GLP-1R
theo sang ché c6 mirc d6 hép thu va thoi gian ban thai in vivo vuot trdi hon so véi thé tiép

hop chira manh Fc globulin mién dich ddi khang GLP-1R trong khung (Fig.4).

Trong khi sang ché da duoc mé ta boi cac phuong an minh hoa cu thé, thi can phai
hiéu ring ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc ma sang ché c6 lién quan tdi c6 thé
dugc thé hién & cac dang cu thé khac ma khong 1am sai 1&ch ban chét hodc cac diu hiéu
co ban cia sang ché. Do do, cac phuong an néu trén chi nhidm muc dich minh hoa cho tit
ca cac khia canh chir khong chi gigi han & céc khia canh nay. Ngoai ra, pham vi ciia sang
ché dugc x4c dinh béi bd yéu ciu bao hd kém theo chir khong phai 12 phan mo ta chi tiét
sang ché, va cin phai hiéu ring tit ca céc cai bién hodc bién dbi dugc tao ra tir pham vi

cua sang ché déu nam trong pham vi ctia by yéu cau bao hd kem theo.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Thé tiép hop clia manh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh 1y, trong
d6 mot phan tir polypeptit c6 hoat tinh sinh ly nay duoc lién két véi manh Fc globulin
mién dich chira viing gin két FcRn thong qua gdc lién két khong peptidyl, trong d6 manh
Fc globulin mién dich nay khéng con dugc cai bién biang polyme khong peptidyl, trong
d6 ty 1& gin két clia lugng thé tiép hop gén két véi FcRn & d6 pH bing 6,0 va luong thé
tiép hop gén két voi FcRn & d6 pH bang 7,4 ndm trong khoang + 6% ty 1¢ dugc xac dinh
bing cach do lugng manh Fc globulin mién dich, 1a cing loai duoc st dung trong thé tiép
hop nay, gin két véi FcRn trong cliing diéu kién nhu da dugc sir dung dbi vé6i thé tiép hop
nay, va trong d6 manh Fc globulin mién dich nay chtra viing ban 1, mién CH2 va mién

CH3.

2. Thé tiép hop theo diém 1, trong d6 ty 1& gin két cta thé tiép hop chtra manh Fc
globulin mién dich va polypetit ¢6 hoat tinh sinh Iy ndm trong khoang + 6% ty 18 gén két
ctia manh Fc globulin mién dich, 13 cing loai dugc sir dung trong thé tiép hop nay, nhu

duge xac dinh bang cach st dung phuong trinh:
phuong trinh 1

ty 1& gin két (%) = (luong gin két & d6 pH bang 7,4/lvong gin két & d6 pH bing
6,0) X 100.

3. Thé tiép hop theo diém 1 hoic 2, trong d6 thé tiép hop nay dugc didu ché bing cach
cho polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢ gbc lién két khong peptidyl da dugce lién két vao d6
phan g v6i manh Fe globulin mién dich & d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 9,0, nho
d6 tao ra lién két ciia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y v6i phan khong chira ving gén két
FcRn ctia manh Fc globulin mién dich théng qua gbc lién két khong peptidyl.

4. Thé tiép hop theo diém 1 hoic 2, trong d6 gbc lién két khong peptidyl duge chon tir
nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen
glycol, ruogu da chirc di dugc polyoxyetyl hoa, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran,
polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan hiy sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic

va hdn hop cua ching.
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5. Thé tiép hop theo diém 1 hoic 2, trong d6 gbc lién két khong peptidyl 13 polyetylen

glycol c6 cong thire 1:

cong thire 1

trong d6 n nam trong khoang tir 10 dén 2400.

6. Thé tiép hop theo diém 1 hoic 2, trong d6 gbc lién két khong peptidyl c6 nhém phan
tmg dugc chon tir nhém bao gdm nhém aldehyt, nhém propionaldehyt, nhom

butyraldehyt, nhém maleimit va dén xuét sucxinimit.

7. Thé tiép hop theo diém 1 hoic 2, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc chon tir
nhém bao gdm peptit twong tu glucagon-1 (GLP-1), yéu tb kich thich tao mau bach ciu
hat (G-CSF), erythropoietin (EPO), glucagon, oxyntomodulin, hormon giai phdng
hormon sinh trudng, peptit giai phéng hormon sinh truéng, thu thé interferon, thu thé
ghép cédp protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein gén két interleukin,
protein gén két xytokin, yéu td hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu td té bao B,
yéu tb té bao T, protein A, chét trc ché di tmg, glycoprotein gy hoai tir té bao, doc tb
mién dich, lymphotoxin, yéu té gdy hoai tir khdi u, chit kim ham khéi u, yéu tb phat trién
su di cén, antitrypsin alpha-1, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin
da dugce glycosyl hda & muc cao, angiopoietin, hemoglobin, trombin, peptit hoat hoa thu
thé trombin, trombomodulin, yéu t6 dong méau VII, yéu t6 déng mau VIIa, yéu té dong
mau VIII, yéu t6 déng méu IX va yéu t6 dong mau XIII, yéu té hoat hoa plasminogen,
peptit gén két fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C, protein phan tmg C,
chét trc ché renin, chét rc ché colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu t6 sinh trudng
c6 ngudn gbc tir tiéu cdu, yéu tb sinh trudng bidu mo, yéu té sinh trudng biéu bi,
angiostatin, angiotensin, yéu td sinh trudng xuong, protein kich thich tao xwong,
canxitonin, atriopeptin, yéu t tao sun, elcatonin, yéu td hoat héa mé lién két, chit tc ché
qua trinh cta yéu t6 mé, hormon kich thich nang, hormon tao hoang thé, hormon giai
phéng hormon tao hoang thé, yéu t6 sinh trudng day than kinh, hormon tuyén cén giap,

relaxin, secretin, somatomedin, yéu t6 sinh trudng tuong tu insulin, hormon vé tuyén
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thugng thén, cholexystokinin, polypeptit tuyén tuy, peptit giai phong gaxtrin, yéu t6 giai
phéng corticotropin, hormon kich thich tuyén gidp, autotaxin, lactoferrin, myostatin,
khang nguyén bé mit té bao, khang nguyén vacxin c6 ngudn gbc tir virut, khang thé don

dong, khang thé da dong va manh khang thé.

8. Thé tiép hop theo diém 1 hoic 2, trong d6 manh Fc globulin mién dich & dang khong
dugc glycosyl hoa.

‘9. Thé tiép hop theo diém 1 hodc 2, trong d6 manh Fc globulin mién dich c6 ngudn gbc
tir globulin mi&n dich dugc chon tir nhém bao gdm IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, hén hop cua

chiing va cac the lai ctia chung.

10. Th8 tiép hop theo didm 1 hogc 2, trong d6 manh Fc globulin mién dich 1a ménh Fc
IgG4.

11. Thé tiép hop theo diém 1, trong d6 ty 1¢ gin két cua luong thé tiép hop gin két voi
FcRn & d6 pH bing 6,0 va lugng thé tiép hop gin két véi FcRn & do pH bang 7,4 nim
trong khoang + 4% ty 1€ duoc x4c dinh bang cach do lugng manh Fc globulin mién dich,
la cung loai dugc st dung trong thé tiép hop nay, gin két v6i FcRn trong cling diéu kién

nhu d3 dugce sir dung dbi vai thé tiép hop nay.

12. Phuong phap san xuét thé tiép hop ctia manh Fc globulin mién dich va polypetit c6
hoat tinh sinh 1y theo diém 1 hoc 2, trong d6 manh Fc globulin mién dich ndy chira viing
ban 18, mién CH2 va mién CH3, va khong con dugc cai bién bing polyme khong

peptidyl, trong d6 phuong phap nay bao gdm céc buéc:

(a) cho polypeptit c6 hoat tinh sinh ly lién két v6i manh Fc globulin mién dich
chira ving gin két FcRn théng qua gbc lién két khong peptidyl @& tao ra hdn hop céc thé
tiép hop chira manh Fc globulin mién dich va polypetit c6 hoat tinh sinh ly; va

(b) phan tach ra khéi hdn hop nay thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich
va polypetit c6 hoat tinh sinh ly, c6 ty 1¢ gfn két nim trong khoang + 6% ty 1¢ gin két
ctia manh Fc globulin mién dich, nhu dugc x4c dinh bang cach thé luong gin két véi

FcRn & d6 pH bang 6,0 va lugng gin két véi FcRn & d6 pH bang 7,4 vao phuong trinh 1:

phuong trinh 1
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ty 16 gén két (%) = (luong gin két & d6 pH bing 7,4/ lugng gin két & do pH bing
6,0) X 100.

13. Phuong phap theo diém 12, trong d6 buéc (b) bao gdm cong doan xac dinh ty 18 gin
két cua thé tiép hop va ty 16 gén két ciia manh Fc globulin mién dich bing cach st dung

phuong trinh 1 trude khi phén tach thé tiép hop

14. Phuong phap theo diém 12, trong d6 gdc lién két khong peptidyl 1a polyetylen glycol

co6 cong thic 1:

cong thuc 1

trong d6 n nim trong khoang tir 10 d&én 2400.

15. Phuwong phap theo diém 12, trong d6 thé tiép hop da duge phan tich & budc (b) 6 cau
tric trong d6 gbe lién két khong peptidyl dugc gin két v6i ddu tan cing N cia manh Fe

globulin mién dich.

16. Phuong phép theo diém 12, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y duogc chon tir
nhém bao gdm peptit trong tr glucagon-1 (GLP-1), yéu t kich thich tao méau bach ciu
hat (G-CSF), erythropoietin (EPO), glucagon, oxyntomodulin, hormon gidi phdng
hormon sinh trudng, peptit giai phéng hormon sinh truéng, thu thé interferon, thu thé
ghép cap protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein gén két interleukin,
protein gin két xytokin, yéu té hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu t6 té bao B,
yéu t6 t€ bao T, protein A, chit wc ché di tmg, glycoprotein giy hoai tir té bao, doc tb
mién dich, lymphotoxin, yéu t6 gay hoai tir khdi u, chat kim hdm khéi u, yéu t6 phat trién
su di cdn, antitrypsin alpha-1, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin
da dugc glycosyl hdéa & mic cao, angiopoietin, hemoglobin, trombin, peptit hoat héa thu
thé trombin, trombomodulin, yéu t6 dong mau VII, yéu t§ déng mau VlIIa, yéu t6 dong

mau VIIIL, yéu t§ dong mau IX va yéu t6 dong mau XIII, yéu td hoat hoa plasminogen,

-35-



27414

peptit gén két fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C, protein phan tng C,
chét e ché renin, chit wrc ché colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu t6 sinh truéng
c6 ngudn gbe tir tiu clu, yéu t6 sinh truong biéu mé, yéu td sinh truéng biéu bi,
angiostatin, angiotensin, yéu t sinh truéng xuong, protein kich thich tao xuong,
canxitonin, atriopeptin, yéu t tao sun, elcatonin, yéu t& hoat hoa md lién két, chit wrc ché
qua trinh ciia yéu t& mo, hormon kich thich nang, hormon tao hoang thé, hormon giai
phéng hormon tao hoang thé, yéu té sinh truéng ddy than kinh, hormon tuyén can gidp,
relaxin, secretin, somatomedin, yéu t§ sinh truéng twong tu insulin, hormon vo tuyén
thugng than, cholexystokinin, polypeptit tuyén tuy, peptit giai phong gaxtrin, yéu tb giai
phong corticotropin, hormon kich thich tuyén gidp, autotaxin, lactoferrin, myostatin,
khéang nguyén bé mit té bao, khang nguyén vacxin c6 ngudn gdc tir virut, khang thé don

dong, khang thé da dong va manh khang thé.

17. Phuong phap theo diém 12, trong d6 méanh Fc globulin mién dich & dang khéng dugc
glycosyl hoa.

18. Phuong phép theo diém 12, trong d6 manh Fc globulin mién dich c¢6 ngudn gbc tir
globulin mién dich dugc chon tir nhém bao gdm IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, hdn hop cia

ching va céc the lai clia chung.
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