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Linh vie ky thuit dwge dé cap

Séang ché d& cap dén duoc phim tic dung kéo dai chira thé tiép hop chira
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy dugc lién két v6i manh Fec globulin mién dich, trong d6
dugc phdm nay chira thé tiép hop monome chira mot phén tir cta polypeptit c6 hoat tinh
sinh 1y dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich don, va chira thé tiép hop multime
chtra hai hogc nhiéu phan t&r ciia cing mot polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc lién két
v6i manh Fc globulin mién dich don, véi diéu kién 1a 12 ty 1& mol giita thé tiép hop
monome va thé tiép hop multime trong dugc phdm nay it nhat bing 19; thé tiép hop chira
monome polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va manh Fc globulin mién dich trong d6 monome
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ndy duoc lién két véi manh Fe globulin mién dich théng
qua gbc lién két khong peptidyl, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy nay duogc lién két
v6i manh Fc globulin mién dich & dang monome théng qua géc lién két khong peptidyl,
thé tiép hop nay c6 kha nang twong tic ndi nhap qua trung gian thu thé hodc do thanh thai
qua trung gian thu thé giam hon so v&i thé tiép hop dime chira hai phén tir polypeptit ¢6
hoat tinh sinh Iy dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich don théng qua gbc lién két
khong peptidyl, hodc thé tiép hop chtra dime polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly duoc lién két
trong khung v6i manh Fc globulin mién dich; va phuong phéap bao ché duoc phdm tac

dung kéo dai nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

D3 biét ring cac protein in vivo dugc thanh thai theo nhiu co ché khac nhau, bao
g0m co ché thodi bién béi proteaza trong huyét thanh, bai tiét thong qua thin, hoic thanh
thai boi cac thu thé. Do d6, da c6 nhiéu nd luc dé han ché ‘céc co ché thanh thai protein
nay nhim lam ting thoi gian ban thai ciia cdc protein ¢ hoat tinh sinh ly, nhd d6 ting
cudng hiéu qua tri li€u cia ching. Péc biét 14, cac nghién ctru da dugc thyc hién trén cac
thé tiép hop protein chtra polyme polyetylen glycol (PEG), albumin, axit béo hoic méanh
Fc ctia khang thé (ving hing dinh) lién két vdi protein d 1am ting thoi gian ban thai cua
protein ndy. Céc nghién ciru nhu viy nhim muc dich cho chét nay lién két cong hoa tri

v6i protein cé hoat tinh sinh 1y dé 1am ting thoi gian ban thai trong huyét thanh cua
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protein c¢6 hoat tinh sinh Iy ndy va giam dugc sb 1an dung thudc, nhd d6 tao diéu kién
thuan loi cho bénh nhan. Pic biét 13, d& 1am on dinh céc protein va ngin khéng cho
chung tiép xuc véi proteaza va bai tiét thong qua than, phuong phap gan két hoa hoc cia
céc polyme hoa tan manh nhu PEG véi bé mit ctia duoc chit 1 protein duoc sir dung.
Trong phuong phéap nay, da biét ring polyme gin két khong dic hiéu véi vi tri dic hicu
hoidc ééc vi tri khac cda protein dich dé lam tang d0 hoa tan cua protein, lam én dinh
protein va ngin can qué trinh thily phén protein, va ngoai ra khong 1am xuét hién céc tac
dung phu cu thé (Sada et al., J. Fermentation Bioengiﬁeering 71: 137-139, 1991). Tuy
nhién, phuong phap nay ¢6 nhuoc diém & chd ngay ca khi PEG d4 dugc lién két vai
protein ¢6 hoat tinh sinh 1y ¢6 thé 1am ting d6 dn dinh cta protein nay, nhung né lai lam
giam ndng do protein mot cach dang ké, va néu khdi lugng phén tir ciia PEG ting 1én, thi
kha ning phan tmg cta no vdi protein lai giam xubng, din dén lam giam hiéu suét. Ngbéi
ra, khi géc axit amin ddc hiéu cda protein dugc cai bién bing céc axit béo, thi cac axit
béo da duge cai bién s& gin két thuan nghich v6i albumin trong huyét thanh dé 1am tang
thoi gian ban thai trong huyét thanh ciia protein, nhung thoi gian béan thai kéo dai trong
khoang tir mot ngay dén mot tudn, ching to ring thoi gian ban thai ting khong co y
nghia. Ngoai ra, phuong phap nay con cé nhuoc diém & chd protein c6 hoat tinh sinh Iy
da dugce tdch mdt cach thuidn nghich ra khoi albumin s€ bi bai tiét qua than mdt cach dé

dang.

V6i nhitng 1i do ndy, dd c6 nhiéu nd luc trong viéc sir dung cac manh globulin
mién dich dé 1am tang thoi gian ban thai cia cic chét c6 hoat tinh sinh 1y, ké ca cac
protein. Cy thé, cac nghién ctru dugc tién hanh mot céach tich cuc dé lam tang do bn dinh
ctia cac protein trj liéu bang cach dung hop protein tri liéu ndy véi cadc manh Fe globulin

mién dich nhu vay.

D3 biét cach biéu hién interferon (Cong bd don yéu cau cip patent Han Qudc sb
2003-9464), thu thé intoleukin-4, thu thé intoleukin-7 hodc thu thé erythropoietin (Patent
Han Qudc sb 249572) & dang thé dung hop véi manh Fc globulin mién dich & dong vat
c¢6 via bang phwong phap tai t6 hop di truyén. Ngoai ra, Cong bd don qubc té s6 WO
01/03737 mb ta protein dung hop chira xytokin hodc yéu té sinh truéng lién két v6i manh
Fc globulin mién dich thong qua mot lién két oligopeptit. Hon nita, Patent My sb

5,116,964 mo ta protein dung hgp chia LHR (lymphocyte cell surface glycoprotein -
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glycoprotein bé mat t& bao lympho) hoidc protein CD4 dung hop vé6i dau tAn cing amino
hodc carboxy ctia manh Fc globulin mién dich bang phwong phép tai t6 hop di truyén, va
Patent My s 5,349,053 md ta protein dung hop chira IL-2 véi manh Fc globulin mién
dich. Ngoai ra, vi du vé cac protein dung hop Fc di duoc tao ra bing cac phuong phép tai
t6 hop di truyén bao gdbm protein dung hop chira interferon-beta hoic dan xuit ctia n6 véi
manh Fc globulin midn dich (Cong bb don qubc té sé WO 00/23472), protein dung hop
chira thu thé IL-5 v6i méanh Fc globulin mién dich (Patent M§ s 5,712,121), protein
dung hop chtra interferon-alpha véi manh G4 Fc globulin mién diéh (Patent My sb
5,723,125), va protein dung hop chita protein CD4 véi manh G2 Fc globulin mién dich
(Patent My s6 6,451,313). Ngoai ra, Patent M¥ s 5,605,690 lién quan dén qua trinh cai
bién cac gdc axit amin trong manh Fc globulin midn dich va mé ta protein dung hop
TNFR-IgG1 Fc di dugc tao ra bang phuong phép t4i t6 hop di truyén bing cach sir dung
méanh Fc thu dugc bang cach cii bién cac gbc axit amin cia vi tri gén két véi bd thé cu
thé hodc vi tri gin két thu thé trong manh Fc globulin mién dich. Hon thé nita, cdc
phuong phap tao ra protein dung hgp bang phuong phap tai tb hop di truyén bing cach st
dung ving Fc globulin mién dich da dugc cai bién nhu néu trén ciing dugc mé ta trong
céc Patent My s6 6,277,375, 6,410,008 va 6,444,792. Tuy nhién, cac thubc c6 ngudn gbe
sinh hoc ¢6 manh Fc globulin mién dich d4 duoc dung hop vao d6 cén phai giai quyét

dugc céc van de gay doc te bao gy ra bdi chirc nang tic dong von ¢ ciia manh Fc nay.
Bin chat k¥ thuit cta sang che

CAc tac gia sdng ché d4 c6 nhidu nd luc dé tao ra thé tiép hop c6 thoi gian ban thai
in vivo trong huyét thanh ting bing cach cho méanh Fc globulin mién dich lién két véi
polypeptit c6 hoat tinh sinh ly. Do d6, cac tac gia sing ché da phat hién ra rang khi
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy duogc lién két véi méhh Fc globulin mién dich & dang
monome, thi né ¢ do thanh thai qua trung gian thu thé giam dugc mot cach dang ké va-
cling c6 thoi gian ban thai kéo dai ngay cd & mo hinh chudt, so vdi khi polypeptit ¢ hoat

tinh sinh ly c¢6 mét & dang multime.

Muc dich ciia sang ché 14 dé cip dén duoc phim tic dung kéo dai chira thé tiép
hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc lién két v6i manh Fc globulin mién dich,
trong d6 dugc phém nay chira thé tiép hop monome chira mot phan tr ctia polypeptit c6

hoat tinh sinh 1y dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich don, va thé tiép hop

_4-
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multime chtra hai hoic nhidu phan tir ctia cing mdt polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc
lién két véi manh Fe globulin mién dich don, véi diéu kién 13 13 ty 18 mol gitra thé tiép

hop monome va thé tiép hop multime trong dugc phim nay it nhit bing 19.

Sang ché ciing dé cap dén thé tiép hop chtra monome polypeptit c6 hoat tinh sinh
ly va méanh Fc globulin mién dich, trong d6 monome polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y nay
duoc lién két véi manh Fe globulin mién dich théng qua gbe lién két khong peptidyl,
trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y nay dugc lién két v6i manh Fc globulin mién dich
thong qua gdc lién két khong peptidyl & dang monome, thé tiép hop nay c6 kha ning
twong tic ndi nhap qua trung gian thu thé hodc d6 thanh thai qua trung gian thu thé giam
hon so véi thé tiép hop chira polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy duoc lién két trong khung véi

manh Fc globulin mién dich.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap bao ché dugc phim tac dung kéo dai,
phuong phép nay bao gém céc bude: (a) cho polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy dugc lién két
v6i manh Fe globulin mién dich dé tao ra hdn hop cta cac thé tiép hop chira polypeptit ¢6
hoat tinh sinh Iy v manh Fc globulin mién dich; va (b) phan tach ra khoi hdn hop nay thé
tiép hop chtra monome polypeptit ¢c6 hoat tinh sinh ly va manh Fc globulin mién dich,
trong d6 mot phan tir ciia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc lién két véi manh Fc

globulin mién dich don.

Nhu duge mé ta néu trén, thé tiép hop theo sang ché chira monome polypeptit c6
hoat tinh sinh 1y dugc lién két v6i thé tiép hop Fc globulin mién dich ¢6 kha ning tuong
tac noi nhap qua trung gian thy thé hodc do thanh thai qua trung gian thy thé giam mot
cach dang ké, va do d6 1am ting thoi gian ban thai trong huyét thanh. Do d6, thé tiép hop
theo sang ché c6 thé 1am cho dugc chit ¢6 thoi gian ban thai trong huyét thanh ting va

thu dugc hidu qua diéu tri bénh vuot troi.
MG ta vin tit hinh vé

Fig.1 14 so db thé hién ciu tric dai dién cua thé tiép hop chira Fc va monome
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy (Fig.1A) va c4u tao phd bién nhét cua thé tiép hop chira Fc
va dime polypeptit cé hoat tinh sinh ly (Fig.1B).

Fig.2 13 biéu d6 so sanh mirc d6 twong tac ndi nhap thu thé gitra thé tiép hop chua
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manh Fc globulin mién dich va chét chi van GLP-1 (vi du theo sang ché) va protein dung
hop chtra manh Fc globulin mién dich va chét ch van GLP-1, trong d6 chéit chi vén

GLP-1 c6 mdt & dang dime (vi du so sanh).

Fig.3 1a bidu dd so sanh dugce dong hoc in vivo giita thé tiép hop chira chét cha van
GLP-1 trong vi du theo sang ché va thé tiép hop chira chit chit van GLP-1 trong vi du so
sénh.

MB0 ta chi tiét sang ché

Pé dat duoc cac muc dich néu trén, theo mot khia canh, sang ché dé cap dén duoc
phim tac dung kéo dai chua thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy dugc lién
két v6i manh Fe globulin mién dich, trong d6 dugc phim nay chira thé tiép hgp monome
chira mot phén tir ctia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc lién két véi manh Fc globulin
mién dich don, va thé tiép hop multime chtra hai hodc nhiéu phan t&r ciia cung mot
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két véi manh Fc globulin mién dich don, véi
didu kién 14 13 ty 16 mol gitra thé tiép hop monome va thé tiép hop multime trong dugc

pham nay it nhat bang 19.

Theo mot phuong 4n, thé tiép hop ndm trong duge phim tac dung kéo dai c6 thé
chtra gbc lién két khong peptidyl duoc bd tri xen giita polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va
manh Fc globulin mién dich dé polypeptit c¢6 hoat tinh sinh Iy nay lién két v&i manh Fe

globulin mién dich.

Theo phuong 4n khéc, thé tiép hop monome c6 thé c6 kha ning tuong tic ndi nhap
qua trung gian thu thé hodc d6 thanh thai qua trung gian thu thé giam hon so véi thé tiép
hop dime chira hai phan tir polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két véi ménh Fe
globulin mién dich don thong qua gbc lién két khong peptidyl, hodc thé tiép hop chia
dime polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dugc lién két trong khung véi méanh Fe globulin mién
dich.

Theo mét phuong 4n khéc, polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y c6 thé dugc chon tir
nhém bao gdm peptit twong tu glucagon 1, yéu tb kich thich tao mau bach ciu hat,
hormon sinh trudng cia ngudi, erythropoietin, glucagon, oxyntomodulin, insulin, hormon

giai phong hormon sinh truéng, peptit giai phong hormon sinh truéng, interferon, thu thé
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interferon, thu thé lién hop véi protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein
gin két véi interleukin, protein gin két xytokin, yéu t hoat héa dai thuc bao, peptit dai
thure bao, yéu td t€ bao B, yéu t6 té bao T, protein A, chét tc ché di ung, glycoprotein
hoai tr t& bao, ddc té mién dich, lymphotoxin, yéu t6 hoai ttr khdi u, chat kim ham khdi
u, yéu tb phat trién su di cén, alpha-1 antitrypsin, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-
E, erythropoietin d3d dugc glycosyl héa & mirc cao, angiopoietiﬁ, hemoglobin, trombin,
peptit hoat hoa thy thé trombin, trombomodulin, yéu t§ dong mau VII, yéu t§ dong mau
Vlla, yéu t& déng mau VIII, yéu té déng mau IX va yéu té déng méau XIII, yéu té hoat
héa plasminogen, peptit gén két v6i fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C,
protein phan vmg C, chit tc ché renin, chét wrc ché colagenaza, superoxit dismutaza,
leptin, yéu t6 sinh trudng c6 ngudn gde tir tidu cu, yéu td sinh trudng biéu mo, yéu tb
sinh trudng biéu bi, angiostatin, angiotensin, yéu t6 sinh truéng xwong, protein kich thich
su tao xuong, calcitonin, atriopeptin, yéu td tao sun, elcatonin, yéu td hoat hoa md lién
két, chét wrc ché qua trinh cta yéu té mo, hormon kich thich nang, hormon tao thé vang,
hormon giai phéng hormon tao thé vang, yéu t6 sinh trudng thin kinh, hormon tuyén can
giap, relaxin, secretin, somatomedin, yéu t6 sinh truéng twong tu insulin, hormon vé
tuyén thuong than, cholexystokinin, polypeptit tuyén tuy, peptit gidi phong gastrin, yéu td
giai phong corticotropin, hormon kich thich tuyén giap, autotaxin, lactoferin, myostatin,
khang nguyén bé mit t& bao, khang nguyén vacxin c¢6 ngudn gdc tir virut, khang thé don

dong, khang thé da dong, va manh khang thé.

Theo mdt phuong an khéc, polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢6 thé dugc chon tir
nhém bao gbém peptit twong tu glucagon 1, yéu t6 kich thich tao mau bach ciu hat,
hormon sinh truéng cuia nguoi, erythropoietin, glucagon, oxyntomodulin, insulin va cac

dan xuat ctua chung.

Theo mdt phuong 4n khéc, gbc lién két khong peptidyl c6 thé duge chon tir nhom
bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-propylen
glycol, polyol dd dugc polyoxyetyl héa, ruegu polyvinylic, polysacarit, dextran, polyvinyl
etyl ete, polyme c6 thé phan hity sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic va hdn hop

cua chung.

Theo mdt phuong 4n khac, gbe lién két khong peptidyl c¢6 thé c6 khdi luong phan
tr nam trong khoang tir 1 dén 100 kDa.
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Theo mét phuong 4n khac, manh Fc globulin mién dich ¢6 thé chta 1 dén 4 mién

dugc chon tir nhém bao gdm mién CH1, mién CH2, mién CH3 va mién CHA4.

Theo mot phuong an khac, manh Fc globulin mién dich ¢6 thé con chira ving ban

Theo mdt phuong an khac, manh Fc globulin mién dich ¢6 thé duge chon tir nhém

bao gom IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, hdn hop clia chung va cac thé lai cia ching.
Theo mdt phuong 4n khac, manh Fe globulin mién dich ¢6 thé 14 manh Fc IgG4.

Theo mot phurong 4n khac, manh Fe globulin mién dich ¢6 thé & dang khong dugc

glycosyl hoa.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& cap dén thé tiép hop chira monome
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy va manh Fc globulin mién dich, trong d6 monome
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y nay duoc lién két voi manh Fe globulin mién dich thong
qua gbc lién két khong peptidyl, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy nay duoc lién két
thong qua gdc lién két khong peptidyl véi manh Fc globulin mién dich ¢ dang monome,
thé tiép hop c6 kha ning twong tac ndi nhap qua trung gian thu thé hodc do thanh thai qua
trung gian thu thé giam hon so véi thé tiép hop dime chira hai phan tir polypeptit c6 hoat
tinh sinh 1y lién két théng qua gbc lién két khong peptidyl véi manh Fe globulin mién
dich don, hoic thé tiép hop chtra dime polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy duoc lién két trong

khung v6i manh Fc globulin mién dich.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phép bao ché duoc phim
tac dung kéo dai, phuong phap nay bao gdm céc budc: (a) cho polypeptit c6 hoat tinh
sinh ly dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich dé tao ra hdn hop cta cac thé tiép
hop chira polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y va manh Fc globulin mién dich; va (b) phan phan
tach ra khéi hdn hop nay thé tiép hop chira monome polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va
 manh Fc globulin mién dich chira mét phan ti cia polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y duoc

lién két v6i manh Fe globulin mién dich don.

Theo mot phuong 4an, polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va manh Fc globulin mién
dich, nim trong thé tiép hop trong phuong phéap nay, c6 thé dugc lién két v6i nhau thong
qua gbc lién két khong peptidyl.
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Theo mdt phuong 4n khac, thé tiép hop chira mot phan tir cia polypeptit c6 hoat
tinh sinh 1y duge lién két véi manh Fe globulin mién dich don trong phwong phép nay c6
thé c¢6 kha ning tuong tic nodi nhap qua trung gian thy thé hodc d6 thanh thai qua trung
gian thy thé giam hon so v&i thé tiép hop dime chira hai phén t&r polypeptit c6 hoat tinh
sinh 1y lién két thong qua gdc lién két khong peptidyl v6i manh Fe globulin mién dich
don, hodc thé tiép hop chira dime polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dugc lién két trong

khung v6i méanh Fc globulin mién dich.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén duoc phém tadc dung kéo dai chtra thé
tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy dugc lién két v6i manh Fc globulin mién
dich, trong d6 dugc phdm nay chta thé tiép hop monome chtra mét phan ti cia
polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich don, va thé
tiép hop multime chira hai hodc nhiéu phén tir cia cing mot polypeptit cé hoat tinh sinh
ly dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich don, v&i diéu kién 12 13 ty 18 mol gitra

thé tiép hop monome va thé tiép hop multime trong dugce phim nay it nhit bang 19.

Theo mdt phuong 4n, cic tic gia sang ché da phat hién ra rang thé tiép hop chira
monome polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két v6i manh Fc globulin mién dich ¢
kha ning twong tic ndi nhip qua trung gian thu thé va d6 thanh thai qua trung gian thu
thé giam hon so véi thé tiép hop chira multime polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, dic biét 1a
dime polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, duoc lién két véi manh Fe globulin mién dich, va do
d6 c6 thé c6 thoi gian ban thai trong huyét thanh ting. Do do, da phat hién ra rang duoc
chat chta thé tiép hop chira monome polypeptit ¢ hoat tinh sinh ly dugc lién két véi
ménh Fc globulin mién dich d& c6 do thanh thai qua thy thé giam, c6 thé dugc st dung
lam dugc chét c6 tac dung kéo dai, do né c6 kha niang tuong tadc ndi nhdp qua trung gian
thu thé va do thanh thai qua trung gian thu thé giam. Mit khéc, sang ché da dua trén phat
hién ring thé tiép hop chira monome polypeptit c¢6 hoat tinh sinh ly va manh Fc globulin
mién dich c6 kha ning tuong tic ndi nhap qua trung gian thu thé va do thanh thai qua

trung gian thy thé giam hon so vé6i thé tiép hop multime, cu thé 1a thé tiép hop dime.

Thuét ngit “dugc phdm tic dung kéo dai” dwogc sit dung trong ban md ta dé chi
dugc phim chira thé tiép hop chira monome polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy va manh Fc
globulin mién dich c6 kha ning tuong tic ndi nhip qua trung gian thu thé va d6 thanh
thai qua trung gian thu thé giam hon so véi chinh polypeptit c6 hoat tinh sinh ly hodc
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multime polypeptit c6 hoat tinh sinh ly-manh Fc globulin mién dich. Mit khac, thuat ngit
nay duoc st dung trong ban mé ta dé chi dugc pham chira thé tiép hgp monome chira
mot phén tir polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy duoc lién két véi manh Fc globulin mién dich
don. Ngoai ra, thuat nglt “dugc phém” c6 thé dugc sir dung thay cho thuit ngit “ché

pham”.

Trong dugc phim theo sang ché, ty 16 mol gitra thé tiép hop monome chira mot
phén tir polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy dwoc lién két véi manh Fe globulin mién dich don
va thé tiép hop multime chira hai hogc nhiéu phén ti ciia ciing mdt polypeptit c6 hoat tinh
sinh ly duoc lién két v6i manh Fe globulin mién dich ¢6 thé it nhit bang 19:1, t&t hon néu
it nhét 1a 99:1, 6t hon nita néu it nhat 14 500:1. Mit khac, dugc phdm tac dung kéo dai
duge dic trung & chd ty 16 mol giita thé tiép hop monome va thé tiép hop multime ([thé

tiép hop monome]/[thé tiép hop multime]) it nhét bang 19.

Theo mdt phuong 4n cta sang ché, polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y trong thé tiép
hop chira polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly-polyme khong phai 1a peptit-manh Fc globulin
mién dich c6 mit & dang monome, va trong truong hop nay, thé tiép hop nay cé thdi gian
tac dung in vivo dai hon so véi trong truong hop polypeptit c¢6 hoat tinh sinh ly c6 mat &
dang dime. Do d6, trong truong hop duge pham chi chira thé tiép hop monome ma khong
chira thé tiép hop multime hoic trong do ty 16 mol giita thé tiép hop monome va thé tiép
hop multime, cu thé 1 thé tiép hop dime, it nht bang 19, thi dugc phdm nay c6 tic dung
lam ting dang k& thoi gian ban thai trong huyét thanh cua polypeptit c6 hoat tinh sinh 1,

hon so véi cac duge pham khéc.

Dic biét 13, thé tiép hop monome theo sang ché c6 thoi gian tac dung in vivo dai,
do kha ning tuong tac ndi nhip qua trung gian thu thé cta polypeptit c6 hoat tinh sinh ly
gidm hon so v6i thé tiép hop multime chta hai hodc nhiéu phan tir polypeptit c6 hoat tinh
sinh ly dugc lién két v6i manh Fc globulin mién dich. Cu thé, da biét rﬁng co ché bai tiét
qua than, co ché khac x4c dinh thoi gian ban thai ciia phén tir, 1a tiy thudc vao khdi
luong phan tir ctia phan tir d6. Do d6, néu kha ning bai tiét qua than 1a bién sd quan trong
xé4c dinh thoi gian ban thai, thi thoi gian ban thai s& ting 1én khi ting ty 1& cta thé tiép
hop multime c6 khdi lwong phén tir 16n hon. Tuy nhién, theo sang ché, da phat hién ra
rang thé tiép hop monome c6 thoi gian tac dung in vivo dai hon. V& mit nay, c6 thé nhan

thiy ring kha ning twong tic ndi nhap qua trung gian thu thé 1 yéu t6 quan trong dé 1am
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tang thoi gian ban thai in vivo cta thé tiép hop theo sang ché. Cac két qua nay c6 thé suy
ra cc tdc dung c6 loi (vi du, can tré khong gian gidm) cia thé tiép hop monome, ma

chiing khong thé ¢6 dugc trong thé tiép hop multime.

Do d6, duge phim tic dung kéo dai theo sang ché co6 thé ¢6 thoi gian tac dung in
vivo dai hon so vé6i duge phim chira thé tiép hop chtra multime polypeptit ¢6 hoat tinh
sinh Iy va manh Fc globulin mién dich hodc thé tiép hop chira dime polypeptit c6 hoat
tinh sinh ly lién két trong khung v6i Fc globulin mién dich. Dac biét 13, trong dugc phim
theo sang ché, ty 1é mol giita thé tiép hop monome chtra mét phan tir polypeptit ¢ hoat
tinh sinh 1y dugc lién két véi manh Fc globulin mién dich don va thé tiép hop multime
chira hai hodc nhiéu phan tir clia cing mot polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly duogc lién két
v6i manh Fe globulin mi&n dich ¢6 thé it nhit bing 19:1, t&t hon néu it nhét 1a 99:1, tét
hon nita néu it nhat 1a 500:1, va trong trudng hop ndy, dugc phidm chta thé tiép hop
monome va thé tiép hop multime tao ra ché phém c6 tdc dung kéo dai vuot trdi, do thoi

gian bén thai in vivo cua dugc pham nay khong bi giam xudng.

Thuat ngit “thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh ly va manh Fc globulin
mién dich” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh
sinh ly dugc tiép hop véi manh Fe globulin mién dich. Tt hon, néu thé tiép hop nay co
thé chtra gbc lién két khong peptidyl duoc bé tri xen gifta polypeptit cé hoat tinh sinh ly
va manh Fc globulin mién dich dé polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két véi manh

Fc globulin mién dich.

Thuat ngit “thé tiép hop chira monome polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va manh Fc
globulin mién dich” duge sit dung trong ban mo ta dé chi thé tiép hop chira monome
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc tiép hop v6i manh Fe globulin mién dich. Thé tiép
hop nay c6 dang trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly riéng r& dugc lién két voi manh
Fc globulin mién dich don. Trong ban mé ta nay, tét hon néu manh Fc globulin mién dich
don & dang trong d6 hai chudi Fc duoc lién két véi nhau bai, vi du, lién két disulfua,
nhung khong bi giéi han béi lién két nay. Chu tric cia thé tiép hop chira monome
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va manh Fc globulin mién dich nay dugc minh hoa trén
Fig.1, nhung khong bi gi6i han boi cdu tric nay. Thuét ngir “thé tiép hop chira monome
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va manh Fc globulin mién dich” duoc sir dung thay cho

thuat ngit “thé tiép hop monome”.
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Thé tiép hop chira monome polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy va manh Fc globulin
mién dich dugc dic trung & chd no c6 kha ning twong tac ndi nhap qua trung gian thu thé
hodc d6 thanh thai qua trung gian thy thé giam hon so v6i thé tiép hop multime chira hai
hozc nhidu phan tir polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy dwoc lién két v6i manh Fc globulin
mién dich don, hoic thé tiép hop chira multime polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y duoc lién
két trong khung v6i manh Fc globulin mién dich. Do d6, duoc chit chta thé tiép hop
chira monome polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va méanh Fc globulin mién dich riéng 1é
hodc chira thé tiép qu v6i ty 1€ cao, c6 thoi gian tic dung in vivo kéo dai va hiéu qua

diéu tri vuot troi.

Pong thoi, thé tiép hop multime chira hai hoic nhiéu phén tir polypeptit c6 hoat
tinh sinh ly dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich & dang trong d6 hai hoic nhiéu
phén tir ctia polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két v6i manh Fe globulin mién dich
don (vi du, bao gdm hai chudi Fc duoc lién két v6i nhau béi lién két disulfua hodc lién

két tuong tu).

Pic biét 13, thé tiép hop chira dime polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va manh Fc
globulin mién dich & dang trong d6 hai phan tir polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dugc lién
két voi manh Fc globulin mién dich don (vi du, bao gdm hai chudi Fc duoc lién két véi
nhau béi lién két disulfua hodc lién két twong tu). Trong ban md ta nay, polypeptit c6
hoat tinh sinh 1y ¢ thé dugc lién két thong qua gdc lién két khong peptidyl véi mot trong
s6 hai chudi cdu thanh nén méanh Fc globulin mién dich, nhung khéng bi giéi han béi lién

két nay. CAu tric nay duogc thé hién trén Fig.1(B).

Ngoai ra, thé tiép hop trong khung & dang trong d6 multime polypeptit c6 hoat
tinh sinh ly, dic biét 1a dime polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, dugc lién két trong khung véi
manh Fc globulin mién dich don, va con goi la multime, trong d6 hai hodc nhiéu
polypeptit dung hop bao gdm polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy duoc ngung tu véi manh Fe

globulin mién dich dugc tao ra.

Péng thoi, trong monome polypeptit c6 hoat tinh sinh ly-manh Fc globulin mién
dich theo sang ché, monome polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két cong héa tri voi

manh Fc globulin mién dich thong qua gdc lién két khong peptidyl.
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Thuét ngir “gbe lién két khong peptidyl” duoc st dung trong ban md ta dé chi
polyme twrong hop sinh hoc cdu thanh tir hai hodc nhiéu don vi 1ap lai lién két v6i nhau,
trong d6 cac don vi lap lai ndy duogc lién két v6i nhau béi lién két cong hoa tri khong phai

peptit bat ky. Goc lién két khong peptidyl nay c6 thé c6 hai diu hoic ba dau.

Géc lién két khong peptidyl duoc st dung theo sang ché c6 thé dugc chon tir
nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme ciia etylen glycol véi
propylen glycol, polyol da dugc polyoxyetyl hoa, fuo'u polyvinylic, polysacarit, dextran,
polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan hily sinh hoc nhu axit polylactic (PLA) va axit
polylactic-glycolic (PLGA), polyme lipit, kitin, axit hyaluronic va hdn hgp cta ching,
nhung khéng bi giéi han béi cac lién két nay. Tt hon, néu né 1a polyetylen glycol.

Ngoai ra, cac dan xudt ctia chiing da biét trong Iinh vuc nay va cac din xuét co thé
dugc diu ché mot cach d& dang trong tinh trang k§ thuat nay 1a cling nim trong pham vi

cua sang ché.

Lién két peptit duoc st dung trong protein dung hop da duoc tao ra bang phuong
phép dung hop trong khung théng thudng c6 nhuoc diém & chd né bi phan giai mot cach
d& dang boi proteaza in vivo, va do d6 khong thé thu duogc tic dung vuot troi trong viée
lam ting thoi gian ban thai trong huyét thanh ciia duoc chat boi chat mang. Véi li do nay,
ngoai lién két peptit, gdc lién két khong peptidyl c6 thé duoc st dung theo sang ché dé
tao ra thé tiép hop. Gbc lién két khong peptidyl c6 thé 1a polyme c6 tinh khang véi
proteaza dé duy tri thoi gian ban thai trong huyét thanh cta peptit, tvong tu véi dic tinh
ctia chit mang. Do d6, gbc lién két khong peptidyl bat ky c6 thé duge sir dung theo sang
ché ma khong bi gidi han theo cach bét ky, véi diéu kién 1a 14 n6 duoc tao ra tir polyme
¢6 chirc ning néu trén, tirc 1a polyme c6 tinh khang véi proteaza in vivo. Gdc lién két
khong peptidyl c6 khdi lwong phan tir nim trong khoang tur 1 dén 100 kDa, t6t hon 1a
nam trong khoang tir 1 dén 20 kDa, nhung khong bi gidi han bai cac khéi lugng phén tir

nay.

Ngoai ra, gbc lién két khong peptidyl duoc lién két véi manh Fc globulin mién
dich theo sang ché c6 thé dugc tao ra khéng nhitng tir mot loai polyme, ma con duoc tao

ra tir hdn hop clia c4c loai polyme khac nhau.

-13-



28316

Géc lién két khong peptidyl duoc st dung trong sang ché ¢ cic nhém phan tmg

c¢6 kha ning gin két véi manh Fe globulin mién dich va dugc chét protein.

Tét hon, néu cic nhom phan tmg & ca hai ddu cia polyme khong phai 13 peptit
dugc chon tir nhém bao gdm nhém aldehyt phan tng, nhém propionaldehyt, nhém
butyraldehyt, nhém maleimit va din xudt sucxinimit. Trong ban md ta ndy, din xuét
sucxinimit ¢6 thé 1a sucxinimidyl propionat, hydroxy sucxinimidyl, sucxinimidyl
carboxymetyl, hodc sucxinimidyl cacbonat. Cu thé, khi polyme khong phai 1 peptit ¢6
nhém aldehyt phan Gmg & ca hai dau ctia no, thi polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va globulin
mién dich gin két mot cach hidu qua 1an lugt v6i ca hai ddu cia gdc lién két khong
peptidyl, déng thoi giam dén mirc t6i thiéu cac phan ung khong dic hiéu. Thanh phim
tao ra bang cach alkyl hoa khir thong qua lién két aldehyt ¢6 do 6n dinh hon nhiéu so véi
thanh pham d3 lién két thong qua lién két amit. Nhom aldehyt phan tmg c6 thé gin két
mdt cach co6 chon loc véi dau tan cung N ¢ d6 pH thép va ¢6 thé tao ra lién két cong hod

tri v6i gbc lysin & d6 pH cao, vi du, d6 pH = 9,0.

Céc nhém phéan ting & ca hai ddu ctia gde lién két khong peptidyl c6 thé 1a giéng
nhau hozc khac nhau. Vi du, mot ddu cua gbc lién két khong peptidyl ¢6 thé c6 nhém
maleimit, va ddu con lai ¢6 thé c6 nhém aldehyt, nhém propionaldehyt, hoic butyl
aldehyt. Néu polyetylen glycol ¢6 cic nhém hydroxyl phan tng & ca hai ddu dugc ding
1am gbc lién két khong peptidyl, thi cic nhém hydroxy nay c6 thé dugc hoat hoa thanh
cidc nhom phan ung khic nhau biang phan tng hoéa hoc di biét. Theo cach khac,
polyetylen glycol dang c6 trén thi trudng ¢6 nhém phan tng ci bién c6 thé dugce sir dung

dé tao ra thé tiép hop theo sang ché.

~, 66

Thuit ngit “polypeptit c6 hoat tinh sinh ly” thuong dugc st dung trong ban mo ta
dé chi cac polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y in vivo bat ky, thuong c6 céu triic polypeptit va
c¢6 céc hoat tinh sinh 1y khac nhau. Céc polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy bao gdm polypeptit
¢6 chtrc ning diéu hoa muc biéu hién di truyén va chirc ning sinh 1y va stra chita tinh
trang bét thuong gay ra boi sy thiéu hut hoic tiét qua muc c6 lién quan dén qua trinh diéu
hoa chirc ning in vivo. Céc polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y c6 thé bao gdm céc tac nhan tri

liéu protein thong thudng.

-14-



28316

Trong thé tiép hop theo sang ché, loai va kich c& cia polypeptit ¢6 hoat tinh sinh
Iy 12 khong bi gii han cu thé, v6i diéu kién 13 1a né c6 thé duoc lién két véi manh Fe
globulin mién dich & dang monome sao cho kha ning tuong tic ndi nhip qua trung gian
thu thé hodc do thanh thai qua trung gian thu thé giam hon so vé6i khi né duge lién két vé6i
manh Fc globulin mién dich & dang multime. Ngoai ra, tt hon nita néu n6 14 polypeptit
c6 hoat tinh sinh ly, kha ning twong tac ndi nhip qua trung gian thu thé va do thanh thai

qua trung gian thu thé cia n6 1a céc co ché thanh thai protein in vivo chinh.

Polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy c6 thé duoc chon tir nhém bao gdm peptit twong tur
glucagon 1, yéu t6 kich thich tao mau bach ciu hat, hormon sinh truéng cia ngudi,
erythropoietin, glucagon, oxyntomodulin, insulin, hormon gidi phéng hormon sinh
trudng, peptit giai phéng hormon sinh trudng, interferon, thu thé interferon, thy thé lién
hop vé6i protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzyms, protein gin két véi
interleukin, protein gén Két xytokin, yéu td hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu
t6 té bao B, yéu t6 t& bao T, protein A, chét tc ché di ung, glycoprotein hoai tir t& bao,
doc t& mién dich, lymphotoxin, yéu td hoai t& khdi u, chit kim ham khéi u, yéu td phét
trién sy di cin, alpha-1 antitrypsin, albumin, o-lactalbumin, apolipoprotein-E,
erythropoietin da dugc glycosyl hdéa & muc cao, angiopoietin, hemoglobin, trombin,
peptit hoat hoéa thu thé trombin, trombomodulin, yéu t6 déng mau VIL, yéu t6 déng mau
Vlla, yéu td déng méu VIII, yéu té déng méau IX va yéu t§ dong mau XIII, yéu t6 hoat
héa plasminogen, peptit gin két véi fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C,
protein phan tmg C, chit trc ché renin, chit trc ché colagenaza, superoxit dismutaza,
leptin, yéu td sinh truéng c6 ngudn gde tir tiéu ciu, yéu té sinh truéng biéu md, yéu tb
sinh truéng biéu bi, angiostatin, angiotensin, yéu té sinh truéng xuong, protein kich thich
su tao xuong, calcitonin, atriopeptin, yéu td tao sun, elcatonin, yéu tb hoat h6éa mo lién
két, chét Gc ché qué trinh cda yéu t& mé, hormon kich thich nang, hormon tao thé ye‘mg,
hormon gii phéng hormon tao thé vang, yéu 6 sinh truéng than kinh, hormon tuyén cn
gidp, relaxin, secretin, somatomedin, yéu td sinh truéng tuong ty insulin, hormon vé
tuyén thuong than, cholexystokinin, polypeptit tuyén tuy, peptit giai phong gastrin, yéu tb
giai phéng corticotropin, hormon kich thich tuyén gidp, autotaxin, lactoferin, myostatin,
khang nguyén bé mit té bao, khang nguyén vacxin c6 ngudn gde tir virut, khang thé don
dong, khang thé da dong va manh khang thé. Tt hon, néu polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y

¢6 thé duge chon tir nhém bao gdm peptit twong tu glucagon 1, yéu t6 kich thich tao méau
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bach ciu hat, hormon sinh trudng cia nguoi, erythropoietin, glucagon, oxyntomodulin,

insulin va cic dan xuat cia ching, nhung khong bi gi6i han boi.

~

Ngoai ra, thudt ngit “polypeptit c6 hoat tinh sinh ly”, nhu dugc st dung trong ban
md ta ndy, c6 nghia khong nhitng bao gbm polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y tu nhién, ma
con bao gém chit cha van; tién chit, dan xut, manh hodc cdc bién thé cua mbi

polypeptit.

Polypef)tit ¢6 hoat tinh sinh Iy duoc st dung trong sang ché c6 thé 1a ché;[ chu van
GLP-1, va vi du vé& polypeptit nay c6 thé 1a (1H-imidazol-4-yl)-axetyl-1 (GEGTFTSDL
SKQMEEEAVR LFIEWLKNGGPSSGAPPPS (SEQ ID NO.1) (Bachem) hodc
HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKG (SEQ ID NO.2) (Bachem)), nhung
khong bi gioi han cu thé & céc loai nay. Trinh tu axit amin dugc sap xép theo hudng tir

diu tan cung N dén dau tan cung C.

(1H-imidazol-4-yl)-axetyl-1 (GEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGGP-
SSGAPPPS (Bachem)) dugc st dung dé tao ra chat cha van GLP-1-méanh Fc globulin

mién dich trong vi du theo sang che.

Trong ban md ta nay, vi du vé cac dan xuit oxyntomodulin bao gdm tét ca cac din
xuit da dugc boc 10 trong Coéng bd don yéu ciu cip patent Han Québc sé 10-2012-
0137271, va vi du v& cac din xudt peptit giai phong insulin bao gdm cac din xuét duge
boc 10 trong Cong bd don yéu ciu cip patent Han Quéc sb 10-2009-0008151, nhung

khong chi gi¢i han & cac dan xuat nay.

Do ving Fc globulin min dich 13 polypeptit c6 thé phan hity sinh hoc dugc
chuyén hoa in vivo, nén né 1a loai an toan d ding lam dugc chit mang. Ngoai ra, do
ving Fc globulin mién dich c6 khéi lugng phéan tir thip hon so véi toan bo phan tir
globulin min dich, nén né 1a loai c6 lgi d& didu ché, 1am sach va hiéu suét thu dugc thé
tiép hop. Ngoai ra, do vung Fab, khong cé tinh d@)ng nhét cao do su khac nhau vé trinh tu
axit amin giita cac khang thé, dugc loai bd, nén ving Fc nay c6 tinh dong nhét vé chit
ting 1én mot cach dang ké va c6 kha ning tao ra tinh khdng nguyén trong huyét thanh

thap.
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Thuét ngit “ving Fc globulin mién dich”, nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay,
dugc st dung trong ban md ta dé chi protein chira ving hing dinh chudi ning 2 (CH2) va
ving hing dinh chudi nang 3 (CH3) cua globulin mién dich, loai trir viing cai bién chudi
ning va chudi nhe, ving hing dinh chudi ning 1 (CH1) va ving hing dinh chudi nhe 1
(CL1) cta globulin mién dich nay. Ving Fc globulin mién dich c6 thé con chira ving ban
1& ndm trong vung hing dinh chudi ning. Ngoéi ra, ving Fc globulin mién dich theo sang
ché c6 thé 1a ving Fe kéo dai chira mot phan hoic toan bd ving hing dinh chudi ning 1
(CH1) va/hodc ving hing dinh chudi nhe 1 (CL1), ngoai trir ving cai bién chudi ning Ve‘i
chudi nhe, vé6i diéu kién 13 1a n6 ¢ chirc ning sinh Iy vé co ban 1a bang hoic tdt hon so
v6i dang nguyén thé. Ngoai ra, né c6 thé 1a manh c6 doan khuyét nim trong phan twong

dbi dai cua trinh tu axit amin cia CH2 va/hodc CH3.

Mit khéc, vung Fe globbulin mién dich theo sang ché co thé bao gébm 1) mién CHI,
mién CH2, mién CH3 va mién CH4, 2) mién CHI va mién CH2, 3) mién CH1 va mién
CH3, 4) mién CH2 va mién CHS3, 5) hdn hop cuia mot hodc nhiéu mién va vung ban 18
globulin mién dich (hozc mdt phan ving ban 18), va 6) dime cia mdi mién trong s cac

ving hing dinh chudi ning va ving hing dinh chudi nhe.

Theo sang ché, manh Fc globulin mién dich khéng nhimg bao gdm trinh tur axit
amin nguyén thé, ma con bao gdm dot bién trinh ty ctia chung. Thuét ngir “dot bién trinh
tu axit amin” dugc st dung trong ban mé ta dé chi trinh tu khéc véi trinh tur axit amin
nguyén thé do khuyét, cai xen, thé khong bao toan hodc bao toan hoic dang két hop cta
chiing ctia mét hoic nhiéu gbc axit amin. Vi dy, trong truong hop IgG Fe, gbe axit amin
& cdc vi tri tir 214 dén 238, tir 297 dén 299, tir 318 dén 322 hodc tir 327 dén 331, da biét
14 cac gbc quan trong trong qua trinh gén két, c6 thé duogc sir dung 1am dich thich hop dé

cai bién.

Ngoai ra, cac dot bién khic nhau cling c6 thé c6 mat, bao gém cac dot bién co
doan khuyét ctia ving c6 kha nang tao lién két disulfua, doan khuyét ciia mot s gdc axit
amin & du tan cing N cia Fe nguyén thé, hodc bd sung gbc methionin vao ddu tin cing
N cua Fc nguyén thé. Ngoai ra, dé loai bo chirc ning tac dong, vi tri gan két v6i bd thé, vi
du, vi tri g:fm két Clgq, co thé dugc loai bo, va vi tri gdy doc té bao qua trung gian t€ bao

phu thudc khang thé (ADCC) ciing c6 thé dugc loai bo. K§ thuit tao ra cac din xuét trinh
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tu cia manh Fe globulin mién dich nhu vdy duoc boc 16 trong cac Cong b6 don quéc té

s6 WO 97/34631 va WO 96/32478.

Viéc trao dbi axit amin trong céc protein va peptit, thudng khong 1am thay doi
hoat tinh ctia céc phan ti, 1a da biét trong linh vuc nay (H. Neurath, R. L. Hill, The
proteins, Academic Press, New York,1979). Céc cdp trao ddi axit amin thudng gip nhét
la Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly,
Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly, & ca hai

hudng.

Trong mot sb trudng hop, manh Fe globulin mién dich ciing c6 thé duogc cai bién
bang céach, vi du, phosphoryl hod, sulfat hoa, acrylat hoat, glycosyl hoa, metyl hoa,

farnesylat héa, axetyl hoa hodc amit hoa.

Cac dot bién Fc néu trén 1a cac dot bién c6 hoat tinh sinh hoc tuong duong nhu
hoat tinh cta vung Fc theo sang ché, nhung c6 do 6n dinh ciu trac dbi v6i nhiét, do pH,

hodc céc y€u t6 tuong tu dugc cai thién hon.

Ngoai ra, cac manh Fc nay c6 thé thu dugc tir cac dang nguyén thé duge phan 1ap
tor nguoi va dong vat bao gém bo, dé, lon, chudt nhit, thd, chudt déng, chudt va chudt
lang, hodc c6 thé 1a dang tai t6 hop hodc cac din xuét cta chung, thu dugc tir cac té bao
dong vat hodc vi sinh vit chuyén gen. Trong ban mo t4 nay, chung co thé thu duoc tir
globulin mién dich nguyén thé bang cach phan lap toan bd globulin mién dich ra khéi co
thé sbng cta nguoi hodc dong vat va xir Iy né bing proteaza. Khi toan bd globulin mién
dich dugc xtr Iy bing papain, thi né dwoc phéan giai thanh Fab va Fc. Pong thoi, khi né
dugc xir Iy bang pepsin, thi né duge phan giai thanh pF’c va F(ab),. Cic manh ndy c6 thé

duoc dung, vi du, cho sac ky loai c& dé phén 18p Fc hodc pF’c.

Tét hon, néu né 1a manh Fc globulin mién dich tai t6 hop thu dwgc tir vi sinh vat

bang céach st dung manh Fc clia nguoi.

Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich c6 thé 13 & dang c¢6 chudi duong nguyén thé,
chudi dudng dai hon so vé6i dang nguyén thé hodc chudi dudng ngén hon so véi dang
nguyén thé, hoic c6 thé & dang dugc khir glycosylat héa. Qua trinh kéo dai, rit ngén hodc

loai bo chudi dudng cua Fe globulin mién dich c6 thé dugc tién hanh bﬁng cach st dung
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cac phuong phép thong thuong, nhu phuong phap héa hoc, phuong phap enzym va
phuong phép k¥ thuat di truyén bing cach sir dung vi sinh vat. Manh Fc globulin mién
dich thu dugc biang cach loai bo chudi dudong ra khéi Fe ¢6 mirc giam rd rét vé 4i luc gén
két vai bd thé (c1q) va 1am giam hodc mét tinh gy doc té bao qua trung gian té bao phu
thudc khang thé hoic tinh gy doc té bao phu thudc bd thé, va do d6 khong tao ra cac dap
g mién dich in vivo khéng cin thiét. Lién quan t6i vAn d& nay, manh Fe globulin mién
dich & dang duoc khir glycosyl héa hodc aglycosyl héa c6 thé 1a thich hop hon dé ding

1am duoc chit mang.

Thuét ngit “khir glycosyl héa” dugc st dung trong ban mo ta d& chi qu4 trinh loai
enzym ctia cic gbc dudng ra khéi manh Fe, va thuat ngir “aglycosyl hoa” ¢6 nghia 1a
manh Fc khong dugc glycosyl héa tao ra trong céc sinh vat nhan so, tot hon 14 trong E.

coli.

Péng thoi, manh Fe globulin mién dich ¢6 thé c¢6 ngudn gbe tir ngudi hodc dong
vat nhu gia suc, dé, lgn, chudt nhét, thd, chudt déng, chudt hodc chudt lang. T6t hon, néu
manh nay c6 ngudn gdc tir ngudi. Ngoai ra, manh Fe globulin mién dich ¢6 thé 13 manh
Fc c6 ngudn gbc tir IgG, IgA, IgD, IgE va IgM, dang két hop cia chung, hodc cac thé lai
ctia chung. Tét hon, néu n6 c¢6 ngudn gde tir IgG hodc IgM, 1a cac protein phd bién nhét
trong mau ngudi, va tét nhit néu n6 c6 ngudn gbc tir IgG da biét dé lam tdng thoi gian

ban thai clia céc protein gén két phoi ti.

Thuét ngit “két hop” duge st dung trong ban md ta dé chi polypeptit ma hoa manh
Fc globulin mién dich chudi don c¢é cing ngudn gbc duge lién két véi polypeptit chudi
don c6 nguén géc khac dé tao ra dime hodc multime. Mt khac, dime hodc multime c6
thé dugc tao ra tir hai hodc nhidu méanh dugc chon tir nhém bao gém cac manh Fc IgG

Fc, IgA Fc, IgM Fc, IgD Fc va IgE.

Thuat ngit “thé lai” co nghia 1a céc trinh ty m3 héa hai hodc nhiéu manh Fc
globulin mién dich c¢6 ngudn gbc khac nhau c6 mit trong manh Fc globulin mién dich
chudi don. Theo sang ché, cac thé lai khac nhau c6 thé c6 mat. Mit khac, cac mién lai ¢6
thé duoc cdu thanh tir mdt dén bdn mién duge chon tir nhém bao gébm CH1, CH2, CH3
va CH4 ctia IgG Fc, IgM Fc, IgA Fc, IgE Fc va IgD Fe, va ¢6 thé chira ving ban 18.
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Mit khéc, IgG c6 thé dugc phén loai thanh cic phin nhém IgG1, IgG2, IgG3 va
IgG4, va hdn hop hoic cac thé lai clia chung c6 thé duoc sir dung theo sang ché. Tét hon,
néu 13 cac phan nhém IgG2 va IgG4, va t6t nhét 1a manh Fe ctia IgG4 hiém c6 céc chic
ning tac dong nhu CDC (tinh gdy doc té bao phu thudc bd thé). Mit khac, manh Fe
“globulin mién dich dugc vu tién nhit ¢é dung lam dugc chit mang theo sang ché 1a manh
Fc khong duge glycosyl héa c6 ngudn gde tir IgG4 cia ngudi. Méanh Fe cua ngudi dutqc‘
uu tién hon so v6i manh Fe khong phai cia nguoi, ¢6 thé c¢6 tac dung 1am khang nguyén
trong co thé nguoi va gdy ra cac dép tng mién dich khong mong muén nhu san sinh

khang thé méi khang lai khang nguyén.

Trong mot vi du cla sang ché, thé tiép hop duoc tao ra bang cich cho monome
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y duogc lién két vdi manh Fc globulin mién dich thong qua
polyme khong phai peptidyl (vi du), va nhan thiy rang thé tiép hop da tao ra c6 kha ning
tuong tic ndi nhap qua trung gian thu thé giam, va do d6 c6 thoi gian ban thai in vivo dai
hon so véi thé tiép hop trong polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢6 mit & dang dime (cac
Fig.2 va Fig.3).

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén thé tiép hop chia monome
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly va manh Fc globulin mién dich, trong d6 monome
polypeptit c¢6 hoat tinh sinh Iy nay duoc lién két véi manh Fc globulin mién dich thong
qua gdc lién két khong peptidyl, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dugc lién két véi
manh Fc globulin mién dich & dang monome thong qua gdc lién két khong peptidyl, thé
tiép hop nay c6 kha nang tuorngtéc ndi nhdp qua trung gian thy thé hodc do thanh thai
qua trung gian thu thé giam hon so véi thé tiép hop dime chira hai phén tt polypeptit ¢
hoat tinh sinh 1y dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich don thong qua gbe lién két
khong peptidyl, hoic thé tiép hop chira dime polypeptit c6 hoat tinh sinh ly duoc lién két

trong khung v6i méanh Fc globulin mién dich.

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

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& cdp dén phuwong phap bao ché dugc phdm
tac dung kéo dai, phuong phap niy bao gdm cac budce: (a) cho polypeptit ¢6 hoat tinh

sinh ly dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich d& tao ra hdn hop cua cac thé tiép
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hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va manh Fc globulin mién dich; va (b) phan phan
tach ra khoi hdn hop nay thé tiép hop chira monome polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va
manh Fe globulin mién dich chtra mot phén tir ctia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc

lién két v6i manh Fe globulin mién dich don.

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

gbc lién két khong peptidyl va dugc phdm tic dung kéo dai 1a nhu dugc néu trén.

Buéc (a) trong phuong phép theo sang ché 1a budc lién két cong hoa tri cia
polypeptit c6 hoat tinh sinh ly véi manh Fe globulin min dich théng qua gbc lién két
khong peptidyl. Budc (a) c6 thé chira cic bude: (i) cho mét chit bit ky trong sb
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va manh Fc globulin mién dich lién két v6i nhém phén tng
& mot dau cia gde lién két khong peptidyl; va (i) cho chit con lai lién két v6i nhém phan
mg & dau con lai ctia gde lién két khong peptidyl. Bude (a) c6 thé con bao gdm, duge bd
tri xen gilta budc (i) va (ii), budc tach polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hodc manh Fc
globulin mién dich da dugc lién két vai mot dau cia gde lién két khong peptidyl. Dé tao
ra thé tiép hop ndy, phin mo ta cia Patent Han Qudc sé 10-0725315 dugc két hop vao

sang ché bang cach vién dan.

Khi thé tiép hop dugc tao ra bang quy trinh nay, thi thé tiép hop nay chua
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy & dang dime hodc multime c6 thé duoc tao ra & dang cac
san phdm phu ngoai thé tiép hop chtra monome c¢6 hoat tinh sinh 1y lién két v6i manh Fe

globulin mién dich.

Do d6, phuong phép theo sang ché ¢ thé con bao gdm, sau bude (a) tao ra hdn
hop chira thé tiép hop, budc (b) phan phén tach ra khéi hdn hop nay thé tiép hop chira
monome polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va manh Fc globulin mién dich, trong dé
monome polypeptit cé hoat tinh sinh 1y nay duoc lién két v6i manh Fe globulin mién
dich.

Céc diéu kién tach & budc (b) c6 thé thay dbi tuy thude vao loai gbe lién két khong

peptidyl, polypeptit c6 hoat tinh sinh ly va loai tuong tu da dugc st dung.

Vi du thwe hién sang ché
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Duéi day, sang ché s&€ dugc md td mdt cach chi ti€t hon trong cac Vi du sau. Tuy
nhién, can phai hi€u ring céc Vi du theo sadng ché chi nham muc dich minh hoa chur

khong nham giéi han pham vi cia sang che.

Vi du: Piéu ché thé tiép hop chtra manh Fc globulin mién dich va chét chu van

GLP-1

PEG ALD?2 chtra phan c6 kich c& 3,4 kDa (IDB, Han Qudc) dugc cho phan tmg
ydeflc hidu vi tri v6i gbc lysin ctia chit chit vin GLP-1. Dé thu dugc thé tiép hop trong d6
PEG va chét chii van GLP-1 duoc lién két v6i nhau theo ty 1¢ 1a 1:1, sau d6 hdn hop phan
ting ndy dugc cho qua cot séc ky trao ddi cation dé 1am sach chat cha van GLP-1 da dugc
mono-PEGyl héa. Dé tao ra thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich va chit chu
van GLP-1, trong d6 GLP-1 d4 dugc mono-PEGyl héa duoc lién két dic hidu véi dau tan
cing N ctia manh Fc globulin mién dich, phan tng nay dugc thuc hién & do pH nam
trong khoang tir 5,0 dén 8,2. Sau phan tng lién hop, quy trinh 1am sach hai budc dugc
thuc hién b::ng cach sir dung cdt ky nude va cdt trao dbi anion, nhd d6 thu duge thé tiép
hop chira manh Fc globulin mién dich va chit cha van GLP-1, trong do chit cha van

GLP-1 nay dugc lién két ddc hidu vi tri véi méanh Fe globulin mién dich.

Thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich va chét cha van GLP-1 da dugc tao
ra bang quy trinh nay duoc phan tich, va do d6 da nhén thiy ring chi c6 thé tiép hop chta
monome chit chi vin GLP-1 va méanh Fc globulin mién dich c6 mit trong thé tiép hop
da duge tao ra, hodc thé tiép hop multime chira lwong rit nho cia thé tiép hop chta dime
ctia chit chi vin GLP-1 va manh Fc globulin mién dich c6 mit vé6i luong 13 5% (khéi
lwong/khdi lwgng) hodc nhé hon tinh theo tdng khdi lugng cta thé tiép hop da duge tao

ra.

Vi du so sanh: Didu ché thé tiép hop chira dime chit chii von GLP-1 va manh Fc

globulin mién dich

Trinh tw ADN chira chat cht van GLP-1 lién két v6i manh Fc globulin mién dich
duogc tao dong vao vector biéu hién té bao dong vat. ADN m4 hoa protein tai td hop dugce
chuyén nhiém vao dong té bao 293-F ctia dong vét (t& bao Freestyle 293-F, Invitrogen)
bang cach st dung dung dich chuyén nhifm (chit phan tGng FreeStyle™ MAX,

Invitrogen), va sau d6 cac t€ bao nay dugc nudi cay trong 48 gio va moi truong nudi cay
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duge thu nhan. Thé tiép hop chira dime chét chil van va méanh Fc globulin mién dich da

dugc biéu hién dugc lam sach khoi méi truong nudi céiy béng cach st dung cot ai luc.
Vi du thir nghiém 1: Panh gia kha ning tuong tac ndi nhap cia thu thé

Thr nghiém tuong tdc ndi nhdap GPCR d3 dugc hoat héa PathHunter® eXpress
duge sir dung dé danh gi4 kha ning tuong tac ndi nhap cta thu thé. Dic biét, céc té bao
U208 biéu hién thu thé GLP-1 ctia ngudi dugc nudi cdy trong dia tring gdm 96 giéng va
dugc nudi céyutrong thoi gian 24-48 gio. Thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich
va chat chu van GLP-1 trong vi du theo sang ché duoc pha loang gip 4 14n tir ndng d6 3
uM, va thé tiép hop trong khung chira manh Fc globulin mién dich va chat cha van GLP-
1 trong vi du so sanh dugc pha loang gip 4 14n tir ndng d6 15 pM, va mbi dich pha lodng
duge bd sung vao dia chira giéng. Tiép theo, kha ning tuong tic ndi nhdp cia thy thé cia
mdi thé tiép hop nay dugc tao ra trong ti 4p CO, & nhiét 6 37°C trong 3 gid. Sau dé, co
chét dé phat hién thu thé da duoc nhép bao duge bd sung vao dia chira giéng va cho phan
ung & nhiét do trong phong trong 60 phut, va kha nang phat quang cia dia nay dugc do
bang may doc dia phat quang. Cac két qua do dugc thé hién trén Fig.2.

Do d6, nhu duoc thé hién trén Fig.2, thé tiép hop trong vi du theo sang ché c6
ECs 12 377nM, va thé tiép hop trong vi du so sanh c¢6 ECs, 1a 14,59nM, chtng t6 rang
thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich va chit cht van GLP-1 theo sang ché c6
kha ning twong tac ndi nhap cia thy thé giam duoc mot cach dang ké khi so sanh véi thé
tiép hop chtra manh Fc globulin mién dich va chét chu van GLP-1 trong vi du so sénh.
Céc két qua nhur vay dé cap dén ring thé tiép hop chira monome polypeptit ¢6 hoat tinh
sinh ly duoc lién két véi méanh Fe globulin mién dich c6 thé c6 kha nang tuong tic noi
nhip qua trung gian thu thé va thanh thai giam khi so sanh véi thé tiép hop trong d6
polypeptit c6 hoat tinh sinh ly nay c¢6 mit & dang dime.

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

hop chira chit chii vAn GLP-1- manh globulin mién dich

Pé so sanh dugc dong hoc in vivo gitra thé tiép hop chira manh Fe globulin mién
dich va chat chit van GLP-1 trong vi du va thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich
va chat chii van GLP-1, muc thay ddi ndng d6 trong huyét thanh cua thé tiép hop duoc
phén tich bang cach sir dung chudt SD khde manh.
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Dic biét, mdi thé tiép hop chira manh Fc globulin mién dich va chit chii vin GLP-
1 (400 mcg/kg) va thé tiép hop chira méanh Fc globulin mién dich va chét chii van GLP-1
(400 mecg/kg) duge pha lodng trong nudc mudi sinh 1y va duogc tiém dudi da cac chudt
v6i lidu 2mL/kg. O 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240, 288, 312 va 336 gi
sau khi dung céc chét thir nghiém, mau dugc thu nhan tir tinh mach ¢ cua cac chudt, va
huyét thanh duoc phan tach ra khéi mau. Tiép theo, ndng d6 duogc chit trong moi mau
huyét thanh dugc dinh luong bing thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym, va céc

két qua dinh lrong duoc thé hién trén Fig.3.

Do d6, thoi gian ban thai trong huyét thanh cta thé tiép hop chira manh Fc
globulin mién dich va chit chii vAn GLP-1 trong vi du theo sang ché va thé tiép hop chua
manh Fc globulin mién dich va chét cha van GLP-1 trong vi du so sanh 1an luot 14 40,9
gi va 28 gio, va ndng do tdi da trong huyét thanh ciia cac thé tiép hop 1an luot 1 1758,6
ng/mL va 742,7 ng/mL. Mit khac, khi cac thudc dugc tiém dudi da chudt khde manh véi
lidu twong duong, thi nhan thiy ring thé tiép hop monome chira manh Fc globulin mién
dich va chét cht van GLP-1 theo sang ché c¢6 kha ning hdp thu va thoi gian bén thai in
vivo vugt trdi hon so véi thé tiép hop dime chira manh Fc globulin mién dich va chit cha

van GLP-1 (Fig.3).

Mic du sang ché da duoc mo ta béi cac phuong 4n minh hoa cu thé, nhung ngudi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu rang cac phuong an khéc c6 thé dugc
tao ra ma khong lam sai 1&€ch ban chét hodc cac ddu hiéu co ban cia sang ché. Do d6, cac
phuong 4n néu trén dugc coi 1a chi nhim muc dich minh hoa cho tét ca cac khia canh chir
khong chi gi6i han & c4c khia canh nay. Ngoai ra, pham vi cta sang ché dugc x4c dinh
boi yéu cau bao ho kém theo chtr khong phai 1a phin mé ta chi tiét sang ché, va can phai
hidu ring t4t ca cic cai bién hodc bién dbi xult phét tir pham vi cta sang ché va dang

twong duong ciia né déu nam trong pham vi cla yéu cau bao hd kém theo.
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1. Dugc phim tac dung kéo dai chira thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy

duoc lién két v6i manh Fe globulin mién dich,

trong d6 dugc phidm ndy chira thé tiép hop monome chta mét phin tir cia
polypepﬁt ¢6 hoat tinh sinh 1y duoc lién két v6i manh Fe globulin mién dich don, va thé
tiép hop multime chira hai hodc nhiu phén tir cia cling mdt polypeptit c6 hoat tinh sinh
Iy duge lién két v6i manh Fe globulin midn dich don, véi didu kién 13 3 18 mol gitta thé

tiép hop monome va thé tiép hop multime trong dugc phidm ny it nhit bang 19;

trong ¢6 mdi trong s6 hai chudi Fc globulin mién dich trong thé tiép hop multime

duoc lién két voi mot hodc nhidu phan tir ciia polypeptit c6 hoat tinh sinh ly;

trong d6 thé tiép hop monome c¢6 kha ning twong tic ndi nhap qua trung gian thu
thé hodc do thanh thai qua trung gian thu thé giam hon so véi thé tiép hop dime chira hai
phan tir cia polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich
don théng qua gbc lién két khong peptidyl, hoic thé tiép hop chira dime polypeptit co
hoat tinh sinh 1y dugc lién két trong khung v6i manh Fc globulin mién dich; va

trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy dugc chon tir nhém bao gdm peptit tuong
tu glucagon 1, yéu té kich thich tao mau bach ciu hat, hormon sinh truéng ciia nguoi,
erythropoietin, glucagon, oxyntomodulin, insulin, hormon gidi phong hormon sinh
truéng, peptit giai phong hormon sinh truéng, interferon, thy thé interferon, thy thé lién
hop véi protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein gén két véi interleukin,
protein gan két xytokin, yéu t& hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu té té bao B,
yéu t6 té bao T, protein A, chét e ché di ung, glycoprotein hoai tr té bao, doc td mién
dich, lymphotoxin, yéu t6 hoai ttr khdi u, chit kim ham khéi u, yéu té phat trién su di can,
alpha-1 antitrypsin, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin da dugc
glycosyl héa & mirc cao, angiopoietin, hemoglobin, trombin, peptit hoat hoa thy thé
trombin, trombomodulin, yéu t6 dong mau VII, yéu t& déng mau VIIa, yéu té déng mau
VIII, yéu té déng mau IX va yéu t6 dong mau XIII, yéu tb hoat héa plasminogen, peptit
gén két voi fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C, protein phan g C, chét
trc ché renin, chét trc ché colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu t6 sinh truéng c6

nguon goc tur ti€u cau, yéu td sinh trudng bi€u mo, yéu t6 sinh truéng bicu bi,

-25-



28316

angiostatin, angiotensin, yéu t§ sinh truéng xwong, protein kich thich sy tao xwong,
calcitonin, atriopeptin, yéu t6 tao sun, elcatonin, yéu td hoat hoa mo Iién két, chét uc ché
qué trinh cla yéu t6 mo, hormon kich thich nang, hormon tao thé vang, hormon giai
phéng hormon tao thé vang, yéu té sinh truéng thin kinh, hormon tuyén cin giap,
relaxin, secretin, somatomedin, yéu t§ sinh truéng tuong tu insulin, hormon vé tuyén
thugng than, cholexystdkinin, polypeptit tuyén tuy, peptit giai phéng gastrin, yéu té giai
phéng corticotropin, hormon kich thich tuyén gip, autotaxin, lactoferin, myostatin,
khang nguyén bé mat té bao, khang nguyén vacxin c6 ngudn gdc tir Virut,“khéng thé don

dong, khang thé da dong va manh khang thé.

2. Dugc phim tac dung kéo dai theo diém 1, trong d6 thé tiép hop con chira gbc lién két
khong peptidyl duoc bd tri xen gifta polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va manh Fc globulin
mién dich dé lién két polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy nay v6i manh Fe globulin mién dich.

3. Dugc pham tac dung kéo dai theo diém 1, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy duoc
chon tir nhém bao gdm peptit twong tu glucagon 1, yéu tb kich thich tao mau bach cau
hat, hormon sinh truéng ctia ngudi, erythropoietin, glucagon, oxyntomodulin, insulin va

cac dan xuat cua ching.

4. Dugc phim tic dung kéo dai theo diém 2, trong d6 gbc lién két khong peptidyl dugc
chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme etylen glycol-
propylen glycol, polyol da dugc polyoxyetyl hoa, ruou polyvinylic, polysacarit, dextran,
polyvinyl etyl ete, polyme c6 thé phan huy sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic

va hon hgp cda chiung.

5. Dugc phidm tac dung kéo dai theo diém 2, trong d6 gbc lién két khong peptidyl c6 khbi
luong phan tir nam trong khoang tir 1 kDa dén 100 kDa.

6. Dugc phim tac dung kéo dai theo diém 1, trong d6 manh Fc globulin mién dich chira 1

dén 4 mién dugc chon tir nhém bao gém mién CH1, mién CH2, mién CH3 va mién CH4.

7. Duogc phém tac dung kéo dai theo diém 1, trong d6 manh Fc globulin mién dich con

chira viing ban 1€.
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8. Dugc phim tic dung kéo dai theo diém 1, trong d6 méanh Fc globulin mién dich dugc
chon tir nhém bao gdm IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, hdn hop cua ching va céc thé lai cia

ching.

9. Dugc phém tadc dung kéo dai theo diém 1, trong d6 manh Fc globulin mién dich 1a

manh Fc IgG4.

10. Dugc phdm tic dung kéo dai theo diém 1, trong d6 manh Fc globulin mién dich

khong dugce glycosyl hoa.
11. Phuong phap bao ché dugc phim tac dung kéo dai theo diém 1 bao gdm cac budc:

(a) cho polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy duoc lién két véi manh Fe globulin mién
dich d€ tao ra hén hop ciia cac thé tiép hop chira polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va manh

Fc globulin mién dich; va

(b) phan tach ra khéi hdn hop nay thé tiép hop chira monome polypeptit c6 hoat
tinh sinh Iy va méanh Fc globulin mién dich chira mdt phén tir ctia polypeptit c6 hoat tinh

sinh 1y dugc lién két véi manh Fe globulin mién dich don.

12. Phuong phép theo diém 11, trong dé polypeptit c¢6 hoat tinh sinh Iy va méanh Fc
globulin mién dich duoc lién két v6i nhau thong qua gde lién két khong peptidyl.

13. Phuong phép theo diém 11, trong d6 thé tiép hop cia dugc phim tac dung kéo dai,
chira mot phan tir ctia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két véi manh Fe globulin
mién dich don, c6 kha ning twong tac ndi nhap qua trung gian thu thé hoic d6 thanh thai
qua trung gian thu thé giam hon so v&i thé tiép hop dime chtra hai phan tir polypeptit c6
hoat tinh sinh 1y dugc lién két véi méanh Fe globulin mién dich don théng qua gbe lién két
khéong peptidyl, hodc dime polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy lién két trong khung v6i manh

Fc globulin mién dich.
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