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Linh vwre ky thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cip dén manh IgG4 Fc hitu ich ding 1am chit mang dugc
chét, va cu thé hon, manh IgG4 Fc c6 thé 1am giam dén mirc t6i thiéu chtc ning
‘hiéu g béi Fe nhung khong gay ra sy trao dbi chudi véi IgG in vivo, va c6 thé

céi thién thoi gian ban thai in vivo cua dugc chat dugc lién hop.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Su cai tién trong k§ thuat x&r Iy di truyén di dan dén viéc san xuét va sir
dung cac loai dugc chét protein khac nhau. Tuy nhién, cic dugc chit protein c6
van dé nguy hiém vi chiing d& bi bién tinh hodc d& bi phan hiy béi cac proteaza
in vivo va do d6, khong thé duy tri ndng d6 hodc ham luong in vivo clia ching
trong mot khoang thdi gian dai. Do d6, diéu rit quan trong 13 phai duy tri ndng
d6 trong mau va ndng d6 in vivo cia cac duge chét protein & mitc thich hop bing
céch 1am ting d6 6n dinh cua protein dé tao ra tic dung diéu tri bénh c6 hidu qua
cho bénh nhan ddng thoi 1am giam ganh ning cta bénh nhan khi phéi dung dugc
chit protein thuong xuyén bang cach tiém, v.v., va chi phi cuia ho.

Do d6, dé cai thién d6 dn dinh in vivo cia duoc chit protein, cac nd luc
khéc nhau da dugc thuc hién trong thoi gian dai, béng cach thay dbi loai ché
phim chira protein, dung hop vé6i céc protein khac, hodc gin polyme thich hop
v6i bé mit protein bing cac phuong phap héa hoc hodc sinh hoc.

Mot trong sb cac nd luc dé cai thién d6 6n dinh cia protein béng cach
durig hop véi cac protein khac 13 tién hanh dung hop Fc globulin mién dich véi
protein.

Vung Fc ddm nhi€ém chirc nang hi€u ting, nhu tinh doc té bao phu thudc
b thé (complement-dependent cytotoxicity - CDC) va tinh ddc t& bao phu thude
khang thé (antibody-dependent cell cytotoxicity - ADCC), ngoai kha ning gin
két khang nguyén, 13 chirc ning chinh cia globulin mién dich. Ngoai ra, trinh tur
FcRn c6 mit trong viing Fc déng vai trd diéu hoa luong IgG trong huyét thanh
bing cach l1am ting thoi gian ban thai in vivo nhd tiép hop véi thu thé FcRn in
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vivo. V& van dé nay, cac nghién ctru v& hoat tinh d3 dugc thuc hién dé cai thién
cac protein tri liéu thong qua su dung hgp cua ving Fc v6i cac protein tri ligu.

Tuy nhién, protein dung hgp Fc dugc tao ra bang cach tai t6 hop di
truyén c6 cac nhugc diém & chd thé dung hop protein chi c6 thé & trong ving cu
thé cua vung Fc, tic 13, dau tin cung amino hodc dau tan cung carboxy, va chi
gifra cac protein glycosyl hoa hodc giita cic protein khong glycosyl h6a, nhung
n6 khong thé giira protein glycosyl hoa va protein khong glycosyl hoa. Ngoai ra,
protein dung hop Fc duoc tao ra bang cach tai td hop di truyén c6 van dé vi dap
trng mién dich c6 thé x4y ra do trinh tu axit amin dugc tao méi boi dung hgp va
tinh min cam cla proteinaza trén viing ciu ndi c6 thé tang lén.

Ngoai ra, protein dung hop véi Fc c6 thoi gian ban thai protein dich
trong huyét thanh ting, nhung ddng thoi ching ciing ¢6 vin dé vi chirc ning hiéu
mg cta ving Fc nay duoc thé hién (Patent My s6 5,349,053). Nho chitc ning
hiéu tmg cta ving Fc, protein dung hop c6 thé cb dinh b thé hodc gin két véi
cac té bao biéu hién FcRs dé pha hiy cac t& bao cu thé, va gy ra sy  san sinh
va tiét cac xytokin khac nhau 13 chit giy viém, tir 46 gy ra chimg viém. Ngoai
ra, cac trinh tu protein trong vung dugc dung hop 1a cic trinh tu protein méi
khéng cé mit trong co thé ngudi, va do d6, ching c6 cac nhuoc diém khac nhau
bao gdm diéu c6 thé gy ra dép (mg mién dich trong trudng hop ding trong thoi
gian dai.

Do d6, cac nghién ctru da tap trung vao viéc str dung globulin mién dich,
hodc c4c manh globulin mién dich trong d6 chitc ning hiéu tmg dugc loai bd
ddng thoi thoi gian ban thai trong huyét thanh dugc duy ti. Truée day, Cole va
cde dong tdc gia da thong bao rang hoat tinh ADCC bi @c ché bang cach thay
thé cac gbc thir 234, 235, va 237 trong mién CH2, 13 cac gc dong vai trd quan
trong trong viéc gfm két v6i cac }:hu thé Fc, bang alanin, dé tao ra cac din xuét
Fc c6 4i luc giam véi thy thé Fc (Cole et al., J. Immunol. 159:3613-3621, 1997).
Tuy nhién, tit ca cac din xudt ndy c6 axit amin khong thich hop, khac véi cac
axit amin trong ving Fc nguyén thé ctia nguoi va do.do, c6 thé c6 tinh mién dich
hoic tinh khang nguyén cao hon, va chirc ning Fc wu tién c6 thé bj mét.

Mot phuong phép loai bd hodc lam gidm chuc ndng hi€u tng khong
mong mudn ddng thoi duy tri ndng d6 globulin mién dich cao trong méau 1a

phuong phap loai bd sacarit trong globulin mién dich. Trong patent M§ s
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5,585,097, cac din xuét khang thé khong glycosyl hoa dugc tao ra bang cich
thay thé gdc asparagin & vi tri 297 trén mién CH2, 1 gbc dugc glycosyl héa ciia
cac khang thé CD3, béng mot axit amin khac khi tao ra khang thé CD3, va dic
biét 13, cac din xuét nay thé hién chirc ning hiéu Gng giam déng thoi duy tri luc
gin két v6i cac thu thé FcRn ma khong thay dbi thdi gian ban thai trong huyét
thanh cta chung. Tuy nhién, phuong phap nay ciing c6 van @& vi cac din xudt
ndy c6 thé dugc nhén dién 12 chét la va bj thai loai nhu vay boi hé mién dich, do
su san xudt cdu tric tai tb hop mdi.

Trong phuong phép tao thé dung hop protein bang cich sit dung céac
trinh tu IgG Fc nguyén thé, IgG4 Fc ¢6 thé duoc chon dé 1am giam dén muc t&i
thiéu chirc nang hiéu tng boi Fe. IgG4 di dugc biét 13 c6 thoi gian ban thai in
vivo teong tu nhu thoi gian ban thai in vivo cia IgG1 nhung c¢6 chirc ndng hi€u
tmg tuong d6i nho do su khac biét trong trinh trr axit amin. Tuy nhién, mgc du
vu diém cua IgG4 14 ¢6 chirc nang hiéu tng giam, su trao ddi chudi in vivo ¢
thé xay ra gitta IgG4 do trinh ty ban 1& khic thuong cia no, va do d6, di co
thong b4o rang c6 nhidu khé khin khi sir dung cac thé dung hop protein nhim
cac muyc dich tri li€u (van der Neut Kolfschoten, et al.,'Science, 317:1554-1557,
2007). Tae 13, ¢6 van d& vi khi IgG4 Fc duoc sit dung 1am chit mang cho thé
dung hop protein s& xay ra sy trao ddi chudi véi IgG4 c6 mit in vivo, tir d6 tao ra
thé lai v6i IgG4 nguyén thé, hodc né c6 thé c6 mit & dang monome, tir d6 1am
thay ddi cdu tric ban dau va c6 cu tric v6i hoat tinh tri liéu thip. DAy 1a van dé
phd bién du san phdm dung hop gitra manh IgG4 Fc va chét c6 hoat tinh sinh 1y

duogc tao ra thong qua k§ thuét di truyén hay in vitro.

Ban chét ky thuit ciia sdng ché
Vén dé ky thuat can duogc giai quyé't

Trong bdi canh nay, sang ché di duoc tao ra théng qua cic nghién ciru dé
phat trién méanh IgG Fc c6 kha ning hoat dong nhu chit mang dugc chét c6 it
nguy co gy ra phan tng trao ddi nhanh Fab véi IgG in vivo va chitc ning hiéu
ng ddng thoi c6 kha ning khic phuc cac nhuge diém trong k§ thuat dung hop
t4i td hop di truyén. CAc tic gia sang ché d3 phat hién ra ring thé tiép hop cia
dugc chit c6 dd bén dugc cai thién ma khong c6 nguy co gy ra phan tng trao

d6i nhanh Fab vé6i IgG in vivo va chitc ning hiéu tmg c6 thé duoc tao ra khi trinh
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tu ban 18 ciia manh IgG4 Fc, di dugc giy dot bién dé chi c6 mét gdc xystein,
duoc tao ra trong E. coli va dugce li€n hgp véi duge chét.
Cach thirc giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché di phat hién ra rang thé tiép hop clia dugc chit co
d6 bén dugc cai thién ma khéng c6 nguy co gy ra phan tng trao di nhanh Fab
v6i IgG in vivo va chirc ndng hi€u ing cé thé dugc tao ra khi trinh tu ban 1& cia
manh IgG4 Fc, da duogc giy dot bién dé chi c6 mot gde xystein, duoc tao ra
trong E. coli va dugc lién hop véi dugce ch?it.‘

Muc dich cta sang ché 13 d& xudt manh IgG4 Fc, c6 it nguy co giy ra
phan g trao ddi chudi véi IgG in vivo hoic chirc nang hidu ing va co thé hoat
dong nhu cht mang duoc chét. Cu thé hon, sang ché dé xuit manh IgG4 Fc cai
bién chura ving ban 18 cai bién, trong d6 mét phan cia trinh ty ban 18 dugc 1am
mAt doan dé chi chira mot gbe xystein.

Mot muc dich ctia sang ché 13 d& xuit axit nucleic ma héa manh IgG4 Fc
cai bién chua vung ban 18 cai bién, trong d6 mot phén cua trinh tu ban 1& dugc
13m mét doan dé chi chira mét gdc xystein.

Mot muc dich khac nita cia sang ché 13 d& xuét vecto chita axit nucleic
ma héa méanh IgG4 Fc cai bién chira viing ban 18 cai bién, trong d6 mot phan ctia
trinh ty ban 1& duoc 1am mat doan dé chi chira mot géc xystein.

Mot muc dich khac nita ctia sang ché 13 @& xuit vi sinh vat ma vecto
chtra axit nucleic ma héa manh IgG4 Fc cai bién chira viing ban 18 ci bién duoc
dua vao, trong d6 mot ph?m cla trinh tr ban 18 dugc 1am méat doan dé chi chira
mot gde xystein.

Mot muc dich khac nita ctia sang ché 14dé xuit phuong phép tao ra manh
IgG4 Fc cai bién bao gdm viéc nubi ciy vi sinh vat, ma vecto chira axit nucleic
m3 héa manh IgG4 Fc cai bién ndy duoc dua Véé.

Mot muc dich khac nita cda sang ché 13 dé xuét thé tiép hop duogc chit,
trong d6 dugc chit va manh IgG4 Fc cai bién dugc tiép hop théng qua ciu nbi.

Mot muc dich khac nita cua sang ché 13 d& xuit dugc phim chira thé tiép
hop dugc chét, trong d6 duoc chit va manh IgG4 Fc cai bién duoc tiép hop
thong qua cau nbi.

Céc uu diém cua giai phap theo sang ché

Sang ché c6 thé tao ra manh IgG4 Fc cai bién c6 chirc ning hiéu tng
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duoc giam dén muc t6i thidu ma khéng cé su thay thé hoic bd sung axit amin
hoic bd sung glycan v ciing khdéng c6 phan tng trao ddi chudi véi IgG4 in vivo.
Ménh IgG4 Fc cai bién theo sang ché, khong phu thudc vao phuong phap tiép
hop né vé6i dugc chat, nhu phuong phap ding k§ thuit di truyén va phuong phép
dong héa tri in vitro, ¢ thé trc ché phan tmg trao d6i chudi in vivo clia dugc chat
duoc tiép hop khi n6 duogc tiép hop véi duoc chét, va nhd d6 c6 thé tao ra tinh
wu viét tri liéu dang ké so v6i manh IgG4 Fc nguyén thé.

MO ta vén tit cdc hinh vé

Fig. 1 thé hién su cé/khéng cé su trao ddi chudi IgG4 ciia ngudi gitta
hIgG4 dugc biotin héa va thé tiép hop yéu t6 kich thich khuan lac bach ciu hat
ctia nguoi-PEG-manh IgG4 Fc trong mau ctia chudt.

Fig. 2 thé hién su c6/khéng cé su trao ddi chudi IgG4 cia ngudi giita
higG4 dugc biotin héa va thé tiép hop yéu t kich thich khuén lac bach ciu hat

ctia nguoi-PEG-manh IgG4 Fc trong méu ciia nguoi.

M5 ta chi tiét sdng ché

Céac phuong 4n dugc wu tién theo sang ché s& dugc mé td mot cach chi
tiét hon dudi diy c6 dwa vao cc hinh v& kém theo. Tuy nhién, sang ché c6 thé
dugc thuc hién theo cac dang khéac nhau va khong dugce hiéu 13 1am gi61 han &
cac phuong an dugc dua ra trong ban mo ta nay. Thay vao do, cac phuong 4n
nay duoc md ta dé giai phap theo sang ché tré nén dugc hiéu hoan toan va diy
di, va s& bao trim toan bd pham vi ctia sang ché dbi voi cac ngudi ¢ hidu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay.

Theo mot khia canh, dé dat duoc cic muc dich néu trén, sang ché dé xuit
manh IgG4 Fc cai bién hiru ich 1am chit mang dugc chit. Cu i:hé hon, sang ché
d& xu4t manh IgG4 Fc cai bién chtra viing ban 1& cai bién, trong d6 mot phan c‘ﬁa
trinh tu ban 1& dugc 1am méit doan dé chi chira mot géc xystein.

Manh IgG4 Fc cai bién theo sang ché chira viing ban 1& céi bién, trong d6
mot phﬁn cua vung ban 18 dugc biéu thi béi trinh tu axit amin sau dugc 1lam mét
doan dé chi chira mot géc xystein: 7

Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro (SEQ ID NO: 1).

Trong khi nd luc dé giai quyét vin d& vé manh IgG4 Fc c6 tinh hitu ich
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thip do phan tung trao dbi chudi v&i IgG4 in vivo, mic du tinh hitu ich cia né
1am ch4t mang dé 1am tang thoi gian ban thai ctia dugc chét, cac tac gia sang ché
ndy d3 phét hién ra rang khong xay ra phan ung trao ddi chudi in vivo va tao ra
monome khi manh IgG4 Fc dugc cai bién bz“mg cach loai bo, nho lam mét doan,
mét gdc xystein ra khéi hai gbc xystein c6 mit trong ving ban 1& ciia manh IgG4
Fc cling nhu mot phén ctia viing ban 18, nhd d6 xac nhan rang manh IgG4 Fc cai
bién c6 thé duoc st dung mot cach c6 hi€u qua lam chit mang dugc g:hét.

Theo mét phuong 4n, manh IgG4 Fc theo sang ché c6 thé chira Vflﬁg ban
18 duoc cai bién bang cich 1am mét doan 1 dén 8 axit amin bao gdm gbc Cys &
vi trf s6 8 cia trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.

Ngoai ra, theo mot phuong 4n, manh IgG4 Fc theo sang ché c6 thé chua
viing ban 1& dugc cai bién bing cich 1am mét doan 1 dén 8 axit amin bao gdm
gbc Cys & vi tri s6 11 cua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo cach khéc, theo mot phuong 4n, manh IgG4 Fc theo sang ché c6
thé chira ving ban 1& dwoc cai bién bing cach 1am mit doan 1 dén 5 axit amin
bao gbm gbc Cys & vi tri s6 8 hodic 1 dén 5 axit amin bao gdm gdc Cys & vi tri s6
11 cua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo cach khéc, theo mot phwong 4n, manh IgG4 Fc theo sang ché ¢
thé chira ving ban 1& dugc cai bién bang cich 1am mét doan 1 dén 3 axit amin
bao gbm gbc Cys & vi tri s6 8 hozic 1 dén 3 axit amin bao gbm gdc Cys & vi tri 56
11 cua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.

Cac géc axit amin dugc lam mét doan néu trén cé thé lién tuc hoidc
khong lién tuc.

Ving ban 1& cia manh IgG4 Fc theo sang ché dugc dic trung & chd né
dugc cai bién d& chi chira mot gbe xystein giira hai gbc xystein & cac vi tri s6 8
va 11 cia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, va & chd khéng phéivcé
hai géc xystein dugc loai bo.

Ving ban 18 d3 cai bién dé chi chira mét gbc xystein trong s hai gbec
xystein trong ving ban 18 gitip tao ra tac dung ma khong trao dbi chudi in vivo,
tao ra monome, v.v., trén manh IgG4 Fc cai bién.

Khi dugc st dung trong ban mé ta ndy, thuat ngit “chit mang” dugc
ding d& chi chat dung dé tiép hop v6i duoc chit, va dugc tiép hop véi duge chét,

n6 thudng lam ting hodc 1dm mAt hoat tinh. sinh Iy ctia duoc chit. Tuy nhién,
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chit mang theo sang ché 1am ting d6 dn dinh in vivo clia dugc chit dong thoi
13m giam dén mirc ti thidu su giam hoat tinh sinh 1y cta dugc chét, va chit
mang theo sang ché dugc dic trung & chd né khong cé tac dung dugce Iy bét ky
ngan can hoat tinh tri li€u cta dugc chit duoc tiép hop véi chét mang, nhu sy
chét t& bao theo chuong trinh hoic sur hoat hoa b thé, va gan két vdi protein cu
thé.
Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thudt nglt “manh IgG4 Fc” chi
ving 8n dinh cta chudi nang 2 (CH2) va ving dn dinh cta chudi ning 3 (CH3),
‘ngoai trr cac vung bién d6i cua chudi ning va chudi nhe, ving 4n dinh cia
chudi ning 1 (CH1) va ving 6n dinh ctia chudi nhe 1 (CL1) ciia IgG4, nhung

“chira viing ban 18 cai bién trong ving 6n dinh clia chudi nang. Ngoai ra, manh
IgG4 Fc theo sang ché c6 thé dugce dung dé chi vimg Fc kéo dai chira mot phin
hodc toan bd ving 6n dinh cua chudi ning 1 (CH1) va/hoic ving 6n dinh cua
chudi nhe 1 (CL1), ngoai trir c4c ving bién' di ctia chudi ning va chudi nhe cua
globulin mién dich, mién 134 manh IgG4 Fc nay c6 tac dung gin gibng hoic tac
dung cai thién so véi tdc dung cia loai nguyén thé.

Ngoai ra, manh IgG4 Fc theo sang ché bao gdbm khéng chi trinh tu axit
amin nguyén thé ctia né6 ma con dan xuét trinh tr cia né (thé d6t bién protein).
Khi duoc sir dung trong ban mé ta ndy, thuat ngit “thé dot bién protein cia manh
IgG4 Fc” chi manh IgG4 Fc ¢6 trinh ty axit amin khac v6i loai nguyén thé cia
n6 bang cach lam mit doan, xen doan, thay thé bao toan, thay thé khong bao
toan, hodc két hop ciia chung, & it nhit mot gbc axit amin trong trinh ty axit
amin nguyén thé trong ving ngoai trir ving ban 1& ciia né. Ngoai ra, ciing ¢6 thé
6 céc loai din xuét khac nhau c6 su loai bod ving c6 kha nédng tao ra lién két
disulfua, sy loai bé mot vai axit amin khoéi ddu tan cing N ctia Fc nguyén thé,
hodc bd sung gbc metionin vao dau tin ciing N ctia Fc nguyén thé. Ngoai ra,
vung ga"ln két b6 thé, vi duy, vung gén Két C1q hodc vuing ADCC, c6 thé duoc loai
b6 dé 1am mét chirc ning hiéu tng. C4c phuong phap tao ra thé dot bién protein
cta ving Fc duge boc 16 trong céng bd don qubc té sd WO 97/34631, WO
96/32478, v.v..

Sy trao d6i axit amin trong cac protein hoic peptit ma khong thay dbi
hoan toan hoat tinh ctia phin tr d3 dugc bdc 16 trude day (H. Neurath, R. L. Hill,
The Proteins, Academic Press, New York, 1979). Sy trao d6i xay ra phd bién 13
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su trao ddi gitra cdc gbc axit amin 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,
Lew/lle, Leu/Val, Ala/Glu, va Asp/Gly. Trong mdt sb truong hop, su cai bién co
thé dugc thuc hién bﬁng cach phosphoryl hoa, sulfat hoa, acrylat héa, glycosyl
hoa, metyl hoa, farnesyl hda, axetyl hoa, amit hoa, v.v.

Trong khi d6, manh IgG4 Fc theo sang ché c6 thé 1a manh c6 ngudn goc
tir nguoi, gia suc, dé€, lon, chudt nhét, thd, chudt ddng, chudt cbng, chudt lang,
v.v., va tot hon 13 tir nguoi.

Manh IgG4 Fec theo sang ché c6 thé 13 loai manh IgG4 Fc tai t6 hop trong
d6 vung Fc, c6 nguén gécrtl‘r nguoi, gia suc, dé, lon, chudt nhét, tho, chudt déng,
chudt céng, chuot lang, v.v., thu dugc tir vi sinh vét.

Ngoai ra, manh IgG4 Fc c6 thé & dang glycan nguyén thé, glycan c6 sb
luong ting so véi glycan nguyén thé, hoic dang khéng chita glycan. Viéc 1am
tang, 1am giam, hoic loai bé cc glycan Fc trong globulin mién dich c6 thé duoc
thuc hién bing phuong phép thong thuong nhu phuong phap hoéa hoc, phuong
phéi) enzym, phuong phap ding k¥ thuét di truyén bang cach str dung cac vi sinh
vét, v.v.. Pac biét 13, do ving Fc globulin mién dich, trong d6 céc glycan dugc
loai bo ra khoi Fe, thé hién su suy giam dang ké kha niang gin két ciia bd thé
(clq) va su giam hoac mat tinh ddc té bao phu thudc khang thé hodc tinh doc té
bao phu thudc b thé, nén dap ung mién dich in vivo khong can thiét khéng duoc
tao ra. V& van dé nay, loai manh IgG4 Fc thich hop hon dap tng t6t hon muc
dich ban ddu 1am chit mang dugc chét c6 thé 13 manh IgG4 Fc khong glycosyl
héa.

Khi dugc str dung trong ban mo ta nay, thudt nglr “su loai glycosyl” chi
ving Fe, trong d6 sacarit dugc loai bo bang enzym, va “su khéng glycosyl héa”
chi méanh Fc khong glycosyl héa duoc tao ra trong té bao sinh vat chua cé nhan
dién hinh, v t&t hon 14 trong E. coli.

Ngoai ra, ménh IgG4 Fc theo sang ché c6 thé 13 manh dugc cai bién bang
polyme khong phai peptit. T6t hon 13, manh IgG4 Fc theo sang ché c6 thé 1a
ménh dugc cai bién bing polyetylen glycol. Méanh IgG4 Fc dugc cai bién bang
polyetylen glycol c6 thé dugc tao ra bang cach cho phan tg véi polyetylen
glycol & d pH bang 7 hoic cao hon, tét hon 1a & dd pH nim trong khoang tir 7,5
dén 9, va t6t hon nita 13 & d6 pH bang 8,0. ‘
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Khi dugc st dung trong ban mé ta ndy, thuat ngir “ving ban 1& cai bién”
chi ving béan 18 trong d6 mot gdc xystein bt ky trong s6 cac gbc xystein & cac vi
tri s6 8 va 11 cua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, 1a trinh tu caa
ving ban 18 ctia manh IgG4 Fc nguyén‘thé, dugc 1am mét doan, va ngoai ra, mot
phén cta trinh  tu axit amin ciing dugc 1am mét doan thém. »

Theo sang ché, sb luong cac gbc axit amin dugc 1am mét doan trong
vfmg ban 18 ¢ thé nim trong khoang tir 1 dén 8, va dac biét 13, (cac) géc axit
amin c6 thé lién tuc hoic khong lién tuc. Pic biét, ching han, ving ban 18 cai
bién theo sang ché c6 thé bao gdm sy 1am mét doan chi & mot gbc xystein & vi
trf s6 8 hodc & vi tri 6 11; hodc s lam mét doan ciia 2 dén 8 axit amin lién tuc
hoac khéng lién tuc bao gém géc xystein & vi tri s6 8; hodc su 1am mét doan cia
2 dén 8 axit amin lién tuc hoic khong lién tuc bao gdm gdc xystein & vi tri s6 11.

Ving ban 18 cai bién theo sang ché c6 thé co, vi du, it nhit mot trinh tu
axit amin trong sd c4c trinh ty axit amin sau:
Glu—Ser—Lys-Tyr—Gly—Pro—Pro-Pro—Ser—Cys—Pro, Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-
Cys-Pro-Ser-Pro, Glu—Ser—Lys—Tyr—Gly—Pro-Pro-Cys—Pro-Ser, Glu-Ser-Lys-Tyr-
Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Pro, Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser, Glu-Ser-Lys-Tyr-
Gly-Pro-Pro-Cys, Glu-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys, Glu-Ser-Pro-Ser-Cys-Pro,
Glu-Pro-Ser-Cys-Pro, Pro-Ser-Cys-Pro, Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Ser-Cys-
Pro, Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Pro-Ser-Cys-Pro, Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Ser-Cys-
Pro, Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys, Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro, Glu-Ser-
Lys-Pro-Ser-Cys-Pro, Glu-Ser-Pro-Ser-Cys-Pro, Glu-Pro-Ser-Cys.

Theo mdt phuong 4n dugc néu lam vi du cla sang ché, dé kiém tra co
ché trao ddi chudi gitta [gG4 c6 mit trong mAu chudt va mau ngudi va thé tiép
hop ctia manh IgG4 Fc cai bién véi protein c6 hoat tinh sinh 1y theo sang ché,
mau chudt va mau ngudi 14n luot duoc tron véi thé tiép hop cia IgG4 Fc véi
protein c6 hoat tinh sinh 1y, va cic miu dugc thu theo mdi khoang thoi gian va
dugc phén tich thAm tach T4y bing cach sir dung céc khang thé dbi vé6i protein
c6 hoat tinh sinh ly. Két qua 13, da xac nhan duogc réng cac phan tr co thé duoc
tao ra bang cach trao dbi chudi véi IgG4 ctia chudt hoidc IgG4 ctia ngudi khong
duoc tao ra.

Do d6, khi manh IgG4 Fc cai bién theo sang ché duoc sir dung 1am chat

mang cho duoc chét, n6 c6 thé duge sir dung c6 hiéu qua dé 1am ting thoi gian
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ban thai trong huyét thanh ctia dugc chit va cai thién hoat tinh sinh 1y cta dugc
chit ma khéng c6 su trao dbi v6i globulin mién dich nguyén thé in vivo.

Theo mot khia canh khac, sing ché d& xuét axit nucleic m3 héa méanh
IgG4 Fc cai bién c6 ving ban 18, dugc gay dot bién dé chi chira mot gbe xystein
bang cach 1am mét doan mdt phan axit amin trong ving bén 18, va vecto chta
axit nucleic nay. ,

Axit nucleic mA héa méanh IgG4 Fc cai bién theo sang ché bao gbm cac
axit nucleic m3 héa manh IgG4 Fc cii bién chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 2 (Pro-Ser-Cys-Pro-Ala-Pro-Glu-Phe-Leu-Gly- Gly-Pro-Ser-Val-
Phe-Leu-Phe-Pro-Pro-Lys- Pro-Lys-Asp-Thr-Leu-Met-Ile-Ser-Arg-Thr-  Pro-
Glu-Val-Thr-Cys-Val-Val-Val-Asp-Val-  Ser-Gln-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Gln-
Phe-Asn- Trp-Tyr-Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn- Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-
Arg-Glu-Glu-GIn-Phe-  Asn-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu- Thr-Val-
Leu-His-GlIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-  Lys-Glu-Tyr-Lys-Cys-Lys-Val-Ser-Asn-
Lys- Gly-Leu-Pro-Ser-Ser-Ile-Glu-Lys-Thr-Ile- Ser-Lys-Ala-Lys-Gly-Gln-Pro-
Arg-Glu-Pro- Gln-Val-Tyr—Thr—Leu—Pro-Pro-Ser-Gln—Glu— Glu-Met-Thr-Lys-
Asn-GIn-Val-Ser-Leu-Thr- Cys-Leu-Val-Lys-Gly-Phe-Tyr-Pro-Ser-Asp-  Ile-
Ala-Val-Glu-Trp-Glu-Ser-Asn-Gly-Gln-  Pro-Glu-Asn-Asn-Tyr-Lys-Thr-Thr-
Pro-Pro- Val-Leu-Asp-Ser-Asp-Gly-Ser-Phe-Phe-Leu- Tyr-Ser-Arg-Leu-Thr-
Val-Asp-Lys-Ser-Arg- Trp-Gln-Glu-Gly-Asn-Val-Phe-Ser-Cys-Ser- Val-Met-
His-Glu-Ala-Leu-His-Asn-His-Tyr- Thr-Gln-Lys-Ser-Leu-Ser-Leu-Ser-Leu-
Gly-Lys). Vi du, axit nucleic theo sang ché c6 thé bao gbm trinh tr nucleotit néu
trong SEQ ID NO: 3
(CCATCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTTCCT
GTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTG
AGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCTGAGGTC
CAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGAC
AAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGC
GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAA
GTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCATCCTCCATCGAGAAAACCA
TCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
CCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTG
CCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
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GCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCT
GGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACA
AGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCAT
GAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCT
GGGTAAA).

Khi dugc sir dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “vecto” chi vecto tai tb
hop c6 kha ning biéu hién protein dich trong t& bao chii thich hop, 13 chu triic
gen chtra yéu t6 diéu hoa dugc lién két c6 didu khién dé cho phép biéu hién gen
cai xen.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thut ngit “dugc lién két co didu
khién” c6 nghia 13 trinh tu didu hoa cua axit nucleic duoc lién két vé& mit chirc
ndng va4i trinh ty cda axit nucleic ma hoa protein dich nhd dé chirc ndng chung
c6 thé duge thuc hién. Lién két co diéu khién béng vecto ¢6 thé dugc tao ra béng
k¥ thuat tai t& hop di truyén da biét trong linh vuc ndy, va su phan cit va lién két
ADN dic hiéu vi trf ¢6 thé duoc thuc hién dé dang béng enzym, v.v., la da biét
phd bién trong linh vuc nay. Cac vecto biéu hiéﬁ thich hop c6 thé bao gbm trinh
tr @i v6i yéu t6 didu hoa su biéu hién nhu trinh tw khéi diu, codon m& diu,
codon két thic, tin hiéu dugc polyadenyl héa, va trinh tu ting cuong. Codon m&
dAu va codon két thic v& co ban cin gy ra tic dung & d6i tugng khi ciu tric gen
duge cai xen vao d6 va cin ¢ trong'khung v6i trinh ty m3 héa. Trinh ty khoi dau
chung c6 thé 1a co dinh hoic cam tng. Vecto biéu hién ciing c¢6 thé chira gen
dénh d4u chon loc dé chon loc t& bao chii chita vecto, va dbi vé6i vecto biéu hién
c6 thé sao chép, n6 c6 thé chira trinh tur khéi ddu sao chép.

Theo mot khia canh khac, sang ché @& xuét vi sinh vat, ma vecto néu trén
duge dua vao, c6 kha ning san sinh manh IgG4 Fc cai bién.

Nhim muc dich cia sang ché, t6t hon néu vi sinh vét ndy 13 té bio sinh
vat c6 nhan dién hinh. Té bao sinh v4t c6 nhan dién hinh ndy cé thé 1a
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces, Pseudomonas, Proteus
mirabilis, Staphylococcus, v.v., va tot hon 13 Escherichia coli. Escherichia coli
c6 thé 13 E. coli XL-1 blue, E. coli BL21 (DE3), E. coli IM109, E. coli DH series,
E. coli TOP10, va E. coli HBI01, va t&t hon nita 13 E. coli BL21 (DE3), nhung
khong chi gidi han & cac loai nay. Khi E. coli dugc st dung lam té bao chu, thi

ving Fc cta globulin mién dich c6 thé dugc tao ra & dang trong d6 sacarit c6
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mit trong mién CH2 ciia globulin mién dich nguyén thé ban diu duoc 1am mét
doan, do E. coli khéng c6 hé dé tiép hop glycan véi protein. Mic du sacarit c6
mit trong mién CH2 cia globulin mién dich khéng 4nh huéng dén d6 6n dinh vé
chu triic cia globulin mién dich, nhung d3 biét ring globulin mién dich c6 thé
gin két vai té bao bidu hién thu thé Fc va gy ra tinh doc té bao phu thudc khang
thé, cam tmg c4c t& bao mién dich tiét xytokin, tir d6 gdy ra dap tng viém, va
gdn két véi yéu t6 Clq ctia bd thé va gay ra phan tmg cb dinh b6 thé. Do d6, néu
vung Fc ciia globulin mién dich khéng glycosyl héa dugc tao ra va tiép hop véi
protein tri liéu, thi ndng do trong huyét thanh ciia protein tri liéu c6 thé dugc duy
tri trong mot khoang thoi gian dai ma khong gay ra chirc ndng hi€u ung cua
globulin mién dich.

Phuong phap bién dbi dbi vdi vecto trén ddy trong té bio sinh vét chua
¢6 nhan dién hinh c6 thé bao gdm phwong phap bat k¥ c6 thé dua axit nucleic
vao trong t€ bao, va viéc bién dbi c6 thé dugc thuc hién b?mg cach chon loc k¥
thuat chuén thich hop dbi véi té bac chu da cho da biét trong linh vuc nay. Vi du
v& phuong phép nay c6 thé bao gdm dién di, dung hop thé ngﬁyén sinh, két tia
canxi phosphat (CaPO,), két tia canxi clorua (CaCly), khudy bang cach sir dung
soi silic cacbua, PEG, dextran sulfat, lipofectamin, v.v., nhung khong chi gié1
han & cac phuong phap nay.

Vi sinh vat ma vecto biéu hién tai tb hop dugc dua vao co thé dugc nudi
ciy theo phuong phép thong thuong.

Quy trinh nudi cdy cé thé dﬁ(yc st dung sau budc didu chinh d& dang
theo vi sinh vét dugc chon. N6éi chung, moéi truong dugc st dung dé nuoi céy cin
chira tit ca c4c chit dinh dudng thiét yéu cho su sinh truéng va su séng cua té
bao. M6i trudng ndy ¢ thé chira cac ngudn cacbon, cic ngudn nito, va cac thanh
phan yéu t6 ‘Vi lwong khac nhau. Vi du vé& cac ngudn cacbon c6 thé bao gdm
hydrat cacbon nhu glucoza, sucroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bdt, va
xenluloza; chit béo nhu diu dau nanh, diu huéng duong, diu thau dau, va dau
dira; axit béo nhu axit palmitic, axit stearic, va axit linoleic; rugu nhu glyxerol
va etanol; va axit hitu co nhu axit axetic. Cac ngudn cacbon niy cé thé duoc st
dung don 1& hodc két hop. Vi du v& cic ngudn nito c6 thé bao gdbm ngudn nito
hitu co nhu pepton, chiét phdm ndm men, nuéce thit, chiét phdm mach nha, dich

ngam cay ngd (corn steep liquor - CSL), va bdt du tuong; va céc ngudn nito vo
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co nhu ure, amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat, va
amoni nitrat. Cac nguén nito nay co thé dugc st dung don 1¢ hoac két hop.
Trong moi truong néu trén, dihydro phosphat, dikali hydro phosphat, va cac
mudi chira natri twong tng c6 thé dugc chira dudi dang céc ngudn phospho.
Ngoai ra, cac mudi kim loai nhu magie sulfat hoic st sulfat c6 thé duogc chua.
Hon thé nita, cac axit amin, vitamin, va céc tién chit thich hop ciing c6 thé duoc
chira. Trong tho1 gian nu6i ciy, d6 pH ctia méi trudng nudi céy c6 thé duoc didu
chinh b‘éﬁg cach bd sung hop chit nhu amoni hydroxit, kali hydroxit, amoniac,
axit phosphoric, va axit sulfuric vao mdi truong nay theo céach thich hop. Ngoai
ra, trong thoi gian nudi cdy, chit chdng tao bot, nhu polyglycol este cua axit béo,
c6 thé duge bd sung vao dé ngédn can su tao ra bot. Ngoai ra, dé duy tri trang thai
hiéu khi ctia méi trudmg nudi cdy, oxy hodc chat khi chira oxy (vi du, khong khi)
c6 thé duge bom vao mdi trudong nudi cdy niy. Nhiét d6 nudi cdy thuong c6 thé
ndm trong khoang tir 20°C dén 45°C, va t5t hon 13 nam trong khoang tir 25°C
dén 40°C. Ngoai ra, thing 1én men c6 thé dugc st dung. Khi protein dugce tao ra
bang cach str dung thing 1én men, cic yéu t& khac nhau bao gbm tbc do sinh
trudng va luong san phém biéu hién cua té bao chu cin duoc xem xét. Su biéu
hién protein c¢6 thé dugc cam wng bang cach bd sung IPTG hodc cac chat trong
tur trong didu kién nudi cdy thich hop. manh IgG4 Fc cai bién theo sang ché c6
thé duoc biéu hién qua muc trong té bao chu & dang két tu hodc c6 thé dugc biéu
hién & dang nudc. Khong phu thudc vao loai biéu hién cua chung, cac protein co
thé duoc 13m sach bing phuong phap 1am sach protein thong thuong.

Do d6, theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuét phuong phap tao ra
manh IgG4 Fc cai bién, va phuong phap nay bao gdm viéc nudi ciy vi sinh vat
ma axit nucleic ma héa manh IgG4 Fc cai bién dugc dua vio.

Thed phuong phap néu trén, tng dung cdng nghi¢p ciia manh IgG4 Fc
néu trén, dugc tao ra trong‘.té' bao cua sinh vat chua c6 nhan dién hinh nhu E.
coli, khdong bi giéi han déc biét. Ung dung dugc néu lam vi du co thé 1a st dung
n6 13m chit mang dé tao ra thé tiép hop clng véi dugc chét tuy ¥.

Do do, theo mot khia canh khac, sdng ché d& xuit dugc chat va thé tiép
hop dugc chét trong d6 manh IgG4 Fc cai bién dugc tiép hop vao d6 thong qua
cau nbi.

Khi dugce st dung trong ban mé ta nay, thé tiép hop dugce chit hoic thé
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tiép hop c6 nghia 13 it nhit mot duge chit dugc ndi véi it nhdt mot manh IgG4
Fc cai bién.

Khi dugc sit dung trong ban mo ta nay, dugc chét chi chit c6 thé thé hién
hoat tinh tri liéu khi duoc ding cho ngudi hodc dong vat, va né ¢ thé bao gdbm
polypeptit, hop chit, chiét phdm, axit nucleic, v.v., nhung khong chi gi6i han &
c4c loai nay. Tt hon 13, duoc chét 1a dugc chit polypeptit.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, duge chét polypeptit c6 hoat tinh
sinh 1y, dugc chat polyl.)eptit, va dugc chét protein duoc hiéu 13 c6 cing nghia,
va chung dugc dic trung & chd ching 13 loai c6 hoat tinh sinh 1y thé hién tinh
d6i khang v6i cac hién tuong sinh 1y hoc in vivb khéc nhau.

Loai thé tiép hop trong d6 manh IgG4 Fc duoc tiép hop vé6i duoc chét
khong bi gi6i han dédc bidt, va manh IgG4 Fc va duogc chét c6 thé duoc tiép hop
& cac ty 1€ khac nhau.

Theo séng ché, cu nbi c6 thé chi ca ciu ndi peptit va cau ndi khong phai
peptit, tt hon 14 cAu ndi khong phai peptit, va tot hon nita 14 polyme khong phai
peptit.

Polyme khéng phai peptit duge ding dé chi polyme twong hop sinh hoc
ma it nhit hai don vi 1ap lai dugc tiép hop vé6i né, va cac don vi lip lai dugc ndi
v6i nhau bang céc lién két ddng héa tri ngiu nhién khong phai 12 lién két peptit.
Polyme khong phai peptit c6 thé dugc chon tir nhém bao gdm polyety1en glycol,
polypropylen glycol, copolyme gilta etylen glycol va propylen glycol, ruou
polyhydric dugc polyoxyetyl hoda, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran,
polyvinyl etyl ete, polyme dé phan huy sinh hoc nhu axit polylactic (polylactic
acid - PLA) va axit polylactic-glycolic (polylactic-glycolic acid - PLGA),
polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, va két hop cta ching, va tot hon 13,
polyetylen glycol. C4c dan Xufit d3 biét trong linh vuc nay va cac din xuét c6 thé
duoc diéu ché dé dang bing cach st dung k}7 thuat trong linh vuc nay cling dugc
bao gdm trong pham vi ctia sang ché.

Theo séng ché, polyme khong phai peptit c6 thé c6 hai hodc ba dau phan
tng, va nhém phén Gng dau tin cing cua polyme khéng phai peptit nay t6t hon
1a dugc chon tir nhém bao gdm nhém aldehyt phan @ng, nhém aldehyt propionic,
nhém aldehyt butyl, nhém maleimit, va din xuét sucxinimit. Vi du vé din xuét

sucxinimit c¢6 thé bao gbm suxinimidyl propionat, hydroxyl suxinimidyl,
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suxinimidyl carboxymetyl, va suxinimidyl cacbonat. Dédc bi¢t 13, khi polyme
khong phai peptit bao gdm nhém aldehyt phan tmg & du ctia n6 1am nhém phan
tng, thi n6 c6 thé 1am giam dén mic tdi thiéu phan ng khong ddc hiéu va c6
hiéu qua trong viéc gin két twong tmg ctia né véi polypeptit sinh 1y va manh Fc
globulin mién dich. San phdm cudi dugc tao ra thong qua sy alkyl héa khir bang
cach gén két aldehyt 12 6n dinh hon so véi san phim dugc lién két bang cach gin
két amit. Nhém phan tng aldehyt phan {mg chon loc & dAu tan cung N & d6 pH
thép, va ¢ d6 pH cao, vi du, d0 pH bén;g 9,0, n6 cb thé tao ra lién Két cdng hda tri
v6i gde lysin, ,

Nhém phén tmg dau tin cliing ctia polyme khong phai peptit c6 thé gibng
hodc khac nhau. Vi dy, polyme khong phai peptit co thé c6 nhém maleimit & mot
dau, dong thoi c6 nhém aldehyt, nhém propionaldehyt, hodc nhém aldehyt butyl
& déu kia. Khi polyetylen glycol hoic polyme khong phai peptit ¢6 nhém phan
tng hydroxyl & ca hai diu dugc sir dung, thi thé tiép hop theo sang ché cé thé
duoc tao ra bang cach hoat héa nhém hydroxyl bing cic nhém phan tng khac
nhau theo phan ng hoa hoc di biét, hodc bang cach st dung polyetylen glycol
c6 nhém phan tng bién dbi c6 ban trén thi trudng.

Lién quan dén polypeptit cé hoat tinh sinh 1y dugc st dung bang cach
gin két v6i manh IgG4 Fc cai bién theo sang ché, chét bit ky can lam ting thoi
gian ban thai trong huyét thanh c6 thé dugc st dung ma khong gi6i han. Vi du,
céac polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y khac nhau, nhu xytokin, interleukin, protein
gin két v6i interleukin, enzym, khang thé, yéu t6 sinh truéng, yéu t6 didu hoa
phién mi, yéu t6 déng méau, vacxin, protein cAu trac, protein hodc thy thé cia
phéi tir, khang nguyén bé mit t& bao, chit d6i khang thu thé, cac din xuit cua
chiing, va cac chét twong tr ciia chiing c6 thé dugce str dung.

bic biét, cac polypeptit cb hoat tihh sinh 1y c¢6 thé bao gdm hormon sinh
trudng cia nguoi, hormon gidi phéng hormon sinh trul"mg, peptit gidi phéng
hormon sinh trudng, interferon va céc thu thé interferon (vi du, interferon-a, -B,
va -y, thu thé interferon typ I hoa tan duoc, v.v.), yéu t kich thich khuén lac, cac
interleukin (vi dy, interleukin-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -11, -12, -13, -14,
-15, -16, -17, -18, -19, -20, -21, -22, -23, -24, -25, -26, -27, -28, -29, -30, v.v.) va
cac thu thé interleukin (vi du, thu thé IL-1, thu thé 1L-4, v.v.), cac enzym (vi du,

glucocerebrosidaza, iduronat-2-sulfataza, a-galactosidaza-A, agalsidaza a, B, o-
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L-iduronidaza, butyrylcholinesteraza, chitinaza, glutamat decarboxylaza,
imigluceraza, lipaza, uricaza, yéu t6 hoat héa tiéu cdu axetylhydrolaza,
endopeptidaza trung tinh, myeloperoxidaza, v.v.), cic protein gén két véi
interleukin va xytokin (vi du, IL-18bp, protein gin két TNF, v.v.), yéu t6 hoat
héa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu t6 t& bao B, yéu td té bao T, protein A,
yéu t6 tc ché di tmg, glycoprotein hoai ti, khang doc t6, lymphotoxin, yéu t6
hoai tir khdi u, chit e ché khéi u, yéu t6 sinh truéng bién nap, o-1 antitrypsin,
albumin, o-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythrop(;ietin, erythropoietin dugc
glycosyl hoda cao, angiopoietin, hemoglobin, thrombin, peptit hoat héa thu thé
thrombin, thrombomodulin, yéu t& dong méau VII, yéu té dong mau Vlla, yéu tb
dong mau VIIL, yéu t§ dong mau IX, yéu t6 dong mau XIII, chit hoat héa
plasminogen, peptit gin két véi fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein
C, protein phan tmg C, chit tic ché renin, chit trc ché colagenaza, peroxit
dismutaza, leptin, yéu t6 sinh truéng cé ngudn gbe tiéu ciu, yéu td sinh trudong
biéu mo, yéu té sinh truéng bidu bi, angiostatin, angiotensin, yéu 6 sinh truéng
tao hinh xwong, protein tao hinh thai xuong, calcitonin, insulin va din xuét
insulin, atriopeptin, yéu td tao sun, elcatonin, yéu td hoat héa md lién két, chat
trc ché qua trinh ciia yéu t6 md, hormon kich thich nang noin, hormon tao thé
vang, hormon gidi phong hormon tao thé vang, c4c yéu t sinh truéng thin kinh
(vi du, yéu t6 sinh truéng than kinh, yéu t§ dinh dudng than kinh 16ng mao, yéu
t5 tao soi truc-1, peptit bai niéu natri & ndo, yéu té dinh dudng than kinh c6
ngudn gbc tir t& bao than kinh dém, netrin, yéu t6 trc ché bach cau trung tinh, yéu
t6 dinh dudng than kinh, neutrin, v.v.), hormon tuyén cén giap, relaxin, secretin,
somatomedin, yéu t6 sinh truéng twong tu insulin, hormon v thuong thén,
glucagon, cac peptit kich thich insulin bao gdm peptit-1 gidng glucagon va
exendin-4, incretin tiét trong rudt, cic té bao tao m& bao. gbm lepton Vé‘ xytokin
than kinh c6 hiéu qua déi v6i hoi chimg chuyén héa, cholecystokinin, polypeptit
tuyén tuy, peptit giai phong gastrin, yéu tb giai phong corticotropin, hormon kich
thich tuyén giap, autotaxin, lactoferrin, myostatin, cic thu thé (vi du, TNFR
(P75), TNFR (P55), thu thé IL-1, thu thé VEGF, thu thé yéu t6 hoat héa té bao B,
v.v.), cic chéit dbi khang thu thé (vi du, IL1-Ra, v.v.), c4c khang nguyén bé mit
té bao (vi du, CD 2, 3, 4, 5, 7, 11a, 11b, 18, 19, 20, 23, 25, 33, 38, 40, 45, 69,
v.v.), khang thé don dong, khang thé da dong, cic manh khang thé (vi du, scFv,
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Fab, Fab', F(ab'),, va Fd), khang nguyén vacxin cé ngudn gbc virut, v.v., nhung
khong chi giGi han & cac loai nay. Polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y 4p dung duoc
theo sang ché c6 thé 13 loai nguyén thé; loai dugc tao ra bang cach tai td hop di
truyén trong t& bao sinh vat chua c6 nhan dién hinh nhu E. coli, hoic trong té
bao sinh vét c¢6 nhan dién hinh nhu t€ bio ndm men, t€ bio con tring, hodc t&
bao dong vat; hodc din xuit c6 hoat tinh twong dwong véi loai nguyén thé va thé
dot bién & it nhat mot vi tri axit amin. _

Manh IgG4 Fc cai bién theo sang ché c6 thé dugc tao ra troﬁg té bao sau
khi lién két né véi polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy dué6i dang trinh tuy gen don
bang cach str dung phuong phép tai t hop di truyén truc tiép, hosic manh IgG4
Fc ¢6 thé duoc tao ra mdt cach doc 1ap va duge tiép hop v6i dugc chit, nhu
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, in vitro.

Theo mot khia ¢anh khac nita, sang ché dé xuét dugc phém chira hoat
chit 12 thé tiép hop dugc chét theo sang ché néu trén.

Duoc phdm chira thé tiép hop theo sang ché c6 thé chira chit mang duoc
dung. Vi du vé chit mang dugc dung c6 thé bao gbm chit gin két, chat 1am tron
chay, chét phan ra, ta dugc, chét 1am hoa tan, chét phan tan, chit 6n dinh, chit
tao hdn dich, chit mau, chét tao huong, v.v.; db6i v6i cac ché phim dé tiém, chit
dém, chit bao quan, chit 1am giam dau, chét ding truong, chit 6n dinh, v.v., c6
thé duoc tron dé st dung; va déi v6i ché phdm dé ding tai chd, cbt, ta dugc, chit
Jam tron chay, chét bao quan, v.v., O thé duoc str dung.

Loai ché phidm duoc phdm theo sang ché c6 thé duoc bao ché khac nhau
bang cach két hop véi chit mang duge dung. Vi duy, dé ding qua dudong miéng,
duoc phdm ndy c6 thé dugc bao ché thanh vién nén, vién ngim det, vién nang,
cOn thude, hdn dich, xird vién nhén, v.v. Dé tiém, duoc phém nay co thé dugc
“bio ché thanh éng don lidu hodc vét chira nhidu liéu. Dugc pham néy-cﬁng co
thé duoc bao ché thanh dang dung dich, hdn dich, vién nén, vién nang va ché
pham giai phéng kéo dai.

Trong khi d6, vi du vé chit mang, ta duoc, va chét pha loing thich hop
c¢6 thé bao gém lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, xylitol, erythritol,
maltitol, tinh bdt, gom ciy keo, alginat, gelatin, canxi phosphat, canxi silicat,
xenluloza, metyl xenluloza, xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, nuéc,

metyl hydroxybenzoat, propyl hydroxybenzoate, talc, magie stearat, dau khoéng,
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v.v.Ngoai ra, duoc phdm theo sang ché c6 thé con chira chat don, chit chéng
dong, chét 1am tron chay, chit 1am 4m, chét tao huong, chit nhii héa, chat bao
quéan, v.v.

" Theo séng ché, 1iéu thuc t& cia cdc duoc chit trong d6 manh IgG4 Fc
dugc st dung lam chét mang s€ duoc xdc dinh dua trén loai dugc chét duoc s
dung lam hoat chit cing véi cac yéu td khac nhau nhur bénh can diéu tri, dudong
ding, tudi, gi6i tinh, va cin ning ciia bénh nhan, mitc d6 nghiém trong ciia bénh,
v.v.. Do dugc phim theo sang ché cé thoi gian luu in vivo tuyét voi nén sb 1an va
tAn sudt ding duoc phim theo sang ché ¢6 thé dugc giam dang ké.

Dugc phim theo sang ché c6 thé dugc ding qua cac dudng khac nhau.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “viéc dung” dugc dung
dé chi viéc dua chét cu thé vio bénh nhin béng cach thich hop, va dugc dugce
chét duoc tiép hop theo sang ché c6 thé dugc ding qua dudng thong thudng bét
ky mién 13 duoc chét c6 thé dén dugc mé dich. Vi dy, viéc ding trong mang
bung, trong tinh mach, trong co, dudi da, trong da, qua duong miéng, tai chd,
trong miii, trong phdi va trong truc trang c6 thé duoc thuc hién, nhung dudng
ding khoéng chi gi6i han & cac dudng ndy. Tuy nhién, do cic peptit bi phan cét
khi ding qua dudng miéng, hoat chit trong dugc phdm dé ding qua duong
miéng cin dugc bao hodc dugc bao ché dé bao vé chéng lai sy phan hiy trong
da day. Tét hon 13, dugc phdm ndy c6 thé duoc dung & dang dé tiém. Ngoai ra,
dugc phim nay c6 thé dugc ding bing cach st dung mot s6 thiét bi c6 kha ning

vén chuyén hoat chét vio trong té bao dich.

Vi du thuc hién sang ché

Duéi day, sang ché s& dwgc minh hoa chi tiét hon bang cac vi du sau. Tuy
nhién, cac vi du nay chi nhdm muc dich minh hoa, va sang ché khong chi gi6i
han & cac vi du nay.
Vi du 1. Tao thé tiép hop yéu t6 kich thich khudn lac bach ciu hat ciia ngudi-
PEG-globulin mién dich
1.1.  Céu trulinda vectin méu hién mién IgG4 Fc

Dé tach dong viing Fc cta chudi ning chira ving ban 1& cia IgG4, RT-
PCR duoc thuc hién béng cach st dung cac té bao mau thu dugc tir mau nguoi

1am khuén mAu, nhu duoc mé ta dudi ddy. Dau tién, ARN toan phin dugc tach
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tr mau c6 46 pH béng khoang 6, va gen dugc khuéch dai dua trén khudn méiu
ARN bing céch sir dung kit ARN méu Qiamp (Qiagen). Dic biét 13, cip SEQ ID
NO: 4 (gggcatatge catcatgecc agcacctgag ttectgggg) va SEQ ID NO: 5
(gggggatcce tatttaccca gagacaggga ga) dugc st dung lam doan mdi. Pé tao didu
kién thudn loi cho quy trinh sau do, mién c6 kha nang nhén dién vi tri cat gidi
han Ndel va ATG, codon mé diu can thiét dé biéu hién protein dwoc cii xen vao
doan mdi, va mién c6 kha nang nhén dién vi tri cat giéi han BamHI dugc cai xen
vao doan mdi ddu 3 cta trinh tr néu trong SEQ ID NO: 5. San phim chira ving
Fc dugc khuéch dai tir d6 1an lugt duoc phan cit bang Ndel va BamHI, va dugc
tach dong phu vao trong pET22b (Novagen Co., Ltd.) dé tao ra plasmit. P.Iasmit
duoc thiét ké sao cho méanh IgG4 Fc cé thé chia trinh tu ban 18, trong do6 cac géc
axit amin & vi trf s6 1 d@én 8 cua trinh tur axit amin nguyén ven Glu-Ser-Lys-Tyr-
Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro trong ban 18 IgG4 Fc dugc 1am mét doan.

Plasmit dugc tao ra trong vi du nay cé tén lé “pmHMC001”, va két qua
. cua viéc phan tich trinh ty ctia né cho thiy ring axit nucleic ma héa manh IgG4
Fc ¢6 trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 3, va manh IgG4 Fc c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 tai thoi diém biéu hién.

Vecto biéu hién duoc tao ra tir 46 dugc bién nap vao trong E. coli BL21
(DE3) va nhd d6 thé bién nap E. coli, E. coli BL21/pmHMC001 (HMC001),
duoc tao ra. '

'1.2.  Biéu hién va lam sach {iﬁng IgG4 Fc

Thé bién nap vi sinh vét thu dugc trong vi du <1-1> dugc giy nhiém vao
thung 1én men (Marubishi Co., Ltd.) dé duoc 1én men, va mirc do biéu hién cta
manh IgG4 Fc dugc kiém tra.

Pau tién, thé bién nap néu trén dugc dé trong 100 ml ﬁléi truong LB
duoc nudi cdy trong bé nudc duoc khudy qua dém va sau d6, dugc giy nhiém
vao trong thing 1én men d tiép tuc nudi cdy. Thing 1én men nay duoc duy tri &
nhiét dd 35°C hoac 28°C, va viéc nudi céy duogc bit diu bang cach lic & tbe do
500 vong/phit ddng thoi cip khi vao d6 & mirc d§ 20 vvm dé ngan can tinh trang
tr& nén ki khi trong d6. Trong qua trinh 1én men, cic ngudn ning lugng thiéu hut
cho sy sinh truéng cta vi sinh vét duoc cip thém bang cach sir dung glucoza va
chiét phém niAm men theo tinh trang 1én men cua vi sinh vat, va su biéu hién

duoc cam Gng bang cich bd sung IPTG, 12 mét chit cam tmg, vao d6 khi OD &
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600 nm dat t&i 80. Mbi trudng nudi cdy duoc xir Iy trong 40 gid dén 45 gior cho
dén khi OD & 600 nm dat t6i mirc d6 ndm trong khoang tir 100 dén 120 dé thu
dugc méi trudng nudi ciy ndng dd cao.

Su biéu hién cia IgG4 Fc trong thé bién nap E. coli dugc x4c nhan bing
thir nghiém dugc mo ta dudi day. .

P& x4c nhén su biéu hién hoan toan cta IgG4 Fc trong t€ bao chét, mot
phﬁn dich 1én men dugc tron véi mét lugng twong duong cua dung dich dém nhod
giot protein 2x va dugc dién di trong dung dich chita 15% SDS-PAGE (Criterion
Gel, Bio-Rad). Két qua 13, da x4c nhén ri‘ing IgG Fc dugc biéu hién quéa mirc
trong thé bién nap di dugc tao ra. Protein dugc biéu hién qua mirc da thé hién 1a
tao ra chit lam dong, va protein ndy dugc 1am sach thong qua viéc tai gép cudn
va su tao ra cot cta chét lam dong theo cach tuong tu. PAu tién, 10 g té bao dugc
hoa tan trong 100 ml dung dich dém gay tan (10 mM Tris, do pH 9,0, 1 mM
EDTA, 0,5% Triton X-100, va 0,2 M NaCl) va sau d6, dugc siéu am. Chét thu
duoc duge ly tim ¢ 10.000 vong/phut trong 20 phit dé tach thanh phin hoa tan
va phin khéng tan, va 2 g chit lam dong khong tan dugc hoa tan trong 20 ml
dung dich dém hoa tan (6 M guanidin va 50 mM Tris) va sau d6, duoc dé cho
phan tng trong 30 phut & 4 két hop lic nhe. Khi hoan thanh phan tng, chét thu
duoc duge pha loing bing cach bd sung 10 thé tich dung dich dém tai gp cudn
(2 M ure, 50 mM Tris, 0,25 M arginin, va 3 mM xystein, d pH 9,0) va sau do,
dugc dé cho phan tmg qua dém két hop lic nhe. Khi hoan thanh phan tmg, miu
dugc cung cép v6i 10 mM dung dich dém Tris-HCl méi (d pH 8,0) bang cach
st dung Sephadex G25. Mau véi dung dich dém thay thé duoc rira giai trong
gradien ndng @9 cia Tris-HCI (d6 pH 8,0) va NaCl bang cach st dung DEAE-
FF (GE healthcare), va phenyl-FF (GE healthcare) dugc ria gidi v6i gradien
néng d6 cua amoni sulfat va 10 mM Tris-HCI (d6 pH 7.5) dé 1oai bé mot lugng
16n cac multime va monome. Déi v6i quy trinh cot tiép theo, chét thu duoc duge
khir mudi bing 10 mM Tris (d6 pH 7,5) bang cach sir dung Sephadex G25 (GE
healthcare), va sau do, dé thu dugc IgG4 Fc c6 do tinh khiét cao, 15Q (GE
healthcare) duoc rira giai bang gradien ndng dd ciia 10 mM Tris-HCI (46 pH 7,5)
va NaCl, va cubi cing thu duoc IgG4 Fe.

1.3. Tao thé tiép hop duoc chat I
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1) Tao thé tiép hop cta yéu t6 kich thich khuan lac bach cau hat véi PEG

ALD-PEG-ALD (Shearwater Inc., USA), poly(etylen glycol) cé khdi
lugng phén tir 1a 3,4 kDa véi nhom phan ung aldehyt & ca hai dau, dugc bd sung
vao dung dich dém phosphat 100 mM, trong d6 yéu t6 kich thich khuén lac bach
cau hat dugc hoa tan & néng d6 5 mg/ml, sao cho ty 1€ mol giita yéu t6 kich thich
khuén lac bach cau hat:PEG 13 1:5. Natri xyanobohydrua (NaCNBHj3), mot chét
khtr, du:qcbé sung vao dén ndéng do cudi 1a 20 mM, va dugc cho phan ting trong
3 gid & 4 ddng thoi khudy cham. Dé thu dugc thé tiép hop trong d6 PEG dugc
tiép hop chon loc véi dau tan cung amino cua yéu t§ kich thich khuén lac bach
chu hat va PEG va yéu td kich thich khuin lac bach ciu hat dugc tiép hop & ty 18
1:1, hdn hop phan tmg duoc sic ky loai c¢& Superdex (Superdex R, Pharmacia,
USA). Yéu t6 kich thich khuin lac dugc 1am sach bang cach st dung dung dich
dém kali phosphat 10 mM (d6 pH=6,0) lam dung dich rtra gidi, con yéu t kich
thich khuén lac bach ciu hat khéng duoc tiép hop véi PEG, PEG khong phan -
mg, va san pham phu dime, trong d6 hai yéu t6 kich thich khuén lac bach cau
hat duoc tiép hop véi PEG duoc loai bo. Thé iép hop yéu t6 kich thich khuén
lac bach cu hat-PEG d3 1am sach duoc cb dén néng do 5 mg/ml.
2) Tao thé tiép hop cua thé tiép hop yéu t6 kich thich khuin lac bach ciu hat-
PEG v6i manh IgG4 Fc

Manh IgG4 Fc theo sang ché duoc hoa tan trong 100 mM dung dich dém
phosphat. Dé tiép hop manh IgG4 Fc véi nhém phén tng aldehyt cla thé tiép
hop yéu td kich thich khuin lac bach cAu hat-PEG d3 dugc 1am sach trén diy,
thé tiép hop yéu t6 kich thich khudn lac bach ciu hat-PEG duogc bd sung vio
dung dich dém chira manh IgG4 Fc sao cho ty 16 mol giita thé tiép hop yéu td
kich thich khudn lac bach cdu hat-PEG:manh IgG4 Fc 1a 1:5. Natri
xyanobohydrua (NaCNBHj3;), mot chét khir, dugc bd sung vao do sao cho néng
d6 cudi 13 20 mM, va hdn hop phan tng nay duoc cho phan tng trong 20 giv & 4
'#dng thoi khudy chdm. Khi hoan thanh phan tng tiép hop, cac chét khong phan
ng va san phim phu duogc loai bo, va thé tiép hop protein yéu td kich thich
khuén lac bach ciu hat-PEG-globulin mién dich dugc 1am sach bﬁng séc ky trao
dbi anion. Thé tiép hop yéu t6 kich thich khuin lac bach ciu hat-PEG-ménh
IgG4 Fc duoc 1am sach bang cach bd sung hén hop phan tng trén vao cot DEAE
(Pharmacia, USA), d3 duoc 1am cén bing bang dung dich dém Tris 20 mM (4
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pH=7,5), tiép theo cho dung dich dém clng loai chita 1 M NaCl chay qua theo
phuong phép gradien ndng do tuyén tinh (ndng d6 NaCl: 0 M — 0,5 M). Dé loai
bd mdt luong nhéd globulin mién dich khéng phan mg va hormon sinh trudng
clia ngudi dugc tron dudi dang tap chit véi phin yéu & kich thich khuén lac
bach ciu hat-PEG-ménh IgG4 Fc thu dugce tir do, sic ky trao dbi cation dugc
thuc hién thém. Phan yéu t kich thich khun lac bach céu_hat—PEG-ménh IgG4
Fc duoc bd sung vao cc}t‘polyC’AT (PolyLC, USA), da dugc lam can bang bing
dung dich chira natri axetat 10 mM (d6 pH=4,5), va dugc lam sach thém b%mg
cach cho dung dich dém natri axetat 10 mM (dd pH=4,5) chita NaCl 1 M chay
1&n d6 theo phuong phép gradien ndng do tuyén tinh (ndng d6 NaCl: 0 M — 0,5
M), va nh¢ d6 thu duoc thé tiép hop yéu t kich thich khudn lac bach cau hat-
PEG-ménh IgG4 Fc (HM10460A) c6 do tinh khiét.
Vi du 2. X4c nhan su trao dbi chudi giita thé tiép hop yéu t6 kich thich khuén lac
bach cau hat ctia ngudi-PEG-globulin mién dich va IgG4 clia nguoi trong mau
cua chudt

IgG4 cua nguoi véi lugng 2 mg duc_rc danh diu bing biotin bang cach
tron v6i 20 mg/ml dung dich biotin-7-NHL & ty 1& phan tir bang 1:10 va dugc
1am sach bing Biotin Protein Labeling Kit (Roche). Mau thu dugc tir chuft binh
thudong duge xir 1y bing heparin nhdm muc dich chdng déng va dugc bb sung
penixilin-streptomycin (1% thé tich/thé tich). 1,5 mg IgG4 dugc danh déu bang
biotin va 1,32 mg HM10460A dugc bd sung vao 3 ml mau, duge tron cing nhau

2

va hdn hop nay dugc chia vio 6 dng (0,5 ml/6ng) va & trong t G & nhiét do 37°C.

Lan luot mdi éng duoc 14y ra tai cac thoi diém 0 gio, 4 gio, 10 gid, 24 gio, va 48
gid, va huyét twong dugc tach ra khoi d6 va dugc bao quan & nhiét do -20°C.
Mbi mAu huyét twong va cic chit chuin dugc tron véi dung dich dém mau
protein khong khir, v chat thu dugc dugc SDS-PAGE bing cach st dung gel
polyacrylamit gradien ndéng d6 4% dén 15%. IgG4 duogc dénh ddu biotin va
HM10460A dugc str dung lam chét chuén. Gel, khi hoan thanh dién di, dugc
thdm 1én trén mang PVDF (Immobilon-P, MILLIPORE) va phan tich bang cach
stt dung cic khang thé GCSF khang ngudi va streptavidin-HRP. Pbi véi cac
diu kién gin két khang thé, 1dn luot cac khang thé IgG Fc khang ngudi (Sigma)
duge st dung trong didu kién phong bé 5% sita giy sau khi pha lodng & ty 18
1:150000, cac khang thé GCSF khang ngudi (Human G-CSF Assay Kit. IBL)
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trong didu kién phong bé 1% sira gy sau khi pha loing & ty 1& 1:2000, va
streptavidin-HRP trong diéu kién phong bé 5% sita gay sau khi pha lodng & ty 1¢
1:5000. HM10460A duoc xac nhén 1a tao ra cac dime (94 kDa), c6 hai G-CSF
trén mdi manh IgG4 Fc, va manh IgG4 Fe (50 kDa), bang co ché trao dbi chudi
gitra chinh cac HM10460A.

Trai lai, khi HM10460A dugc giy ra phan tng trao ddi chubi tuong hd
gitta HM10460A va IgG4 cia nguoi, thi cac phan tir ¢6 kich thude 100 kDa va
122 kDa duoc mong dgi tao ra. Tuy nhién, cac phan tir nay khong duoc quan sat
thiy bang phan tich thAm tach TAy. Trai lai, khi dugc phén tich thong qua
streptavidin-HRP, dai 75 kDa xuét hién trén 1an IgG4 cta ngudi, va didu nay xac
nhin su tao ra monome tir IgG4 ciia nguoi, ma chinh 13 dime cua IgG4 cua
ngudi theo tu nhién (Fig. 1).

Vi du 3. X4c nhén su trao d6i chudi giita thé tiép hop yéu t6 kich thich khuén lac
bach cdu hat ciia ngudi-PEG-globulin mién dich va IgG4 clia ngudi trong méu
ciia nguoi ‘

B sung penixilin-streptomycin (1% thé tich/thé tfch) vao mau nguoi thu
duoc tir nguoi cho. 1,32 mg HM10460A dugce tao ra trong vi du 1 duoc tron vé6i
3 ml méu, va hdn hop nay duogc chia viao 6 éng (0,5 ml/dng) va duge 0 trong ti G
& nhiét dd 37°C. Lan luot mdi éng duoc 14y ra & cac thoi diém 0 gio, 4 giv, 10
gidy, 24 gidy, va 48 giv, va huyét trong duoc tich tir d6 va dugc bdo quan & nhiét
do -20°C trude khi phan tich. M3i mAu huyét tuong va HM10460A va manh
IgG4 Fc & cac ndng do thay dbi 1am chat ddi chimg dugc tron véi dung dich dém
mAu protein khong khir, va chat thu duge duge SDS-PAGE bang cach sir dung
gel polyacrylamit gradien ndng do 4% dén 15%. Gel, khi hoan thanh dién di,
duoc thAm 1én trén mang PVDF (Immobilon-P, MILLIPORE) va phan tich bang
cach st dung cac khang thé GCSF khang ngudi. Cac khang thé G-CSF khang
ngudi EHuman G-CSF Assay Kit. IBL) dugc st dung trong diéu kién phong bé 1%
sita gdy sau khi pha lodng & t 1& 1:2000. Nhu trong m4u cia chudt, cic phan tir
¢6 kich thuéc 100 kDa va 122 kD, ¢6 thé duoc tao ra boi su trao d6i chudi véi
IgG4 ctia nguoi, khong dugce tao ra (Fig. 2).

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit ndy can phai nhan
thiy rang sang ché c6 thé dugc thuc hién & cac dang cu thé khac ma khéng vuot

qua y tudng hodc cac dic tinh co ban cia né. Cac phuong 4n duwoc mé ta can
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phai dugc xem xét theo tAt ca c4c khia canh nhu minh hoa va khong giéi han
pham vi cua sang ché. Do do, pham vi cua sang ché duoc biéu thi boi yéu cAu
bao ho kém theo chir khong phai boi phin mo ta trén ddy. Tt ca cac thay dbi
nim trong ¥ tudng va pham vi cila cac phuong 4n tuong duong cia yéu ciu bao

hd déu nam trong pham vi cia sang ché.
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YEU CAU BAO HQ

1. Manh IgG4 Fc cai bién chira viing ban 18 cai bién, trong d6 mot phin cla
viing ban 1& duoc biéu thi béi trinh tir axit amin sau dugc 1am mét doan dé chi
chira mét gde xystein:

Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro.
2. Ménh IgG4 Fc cai biéﬁ theo diém 1, trong d6 khong xay ra su trao dbi chudi
in vivo va tao ra monome. '
3. Manh IgG4 Fc cai bién theo diém 1, trong d6 ving ban 1& dugc giy dot bién
béng cich 1am mAt doan 1 dén 8 axit amin lién tuc hoic khong lién tuc chira géc
Cys & vi tri s6 8.
4. Manh IgG4 Fc cai bién theo diém 1, trong d6 ving ban 18 duge gay dot bién
béng cach 1am mét doan 1 dén 8 axit amin lién tuc hogc khong lién tuc chira gbe
Cys & vi tri s6 11.
5. Ménh IgG4 Fc cai bién theo diém 1, trong d6 ving ban 1& dugc gay dot bién
b?mg cAch 1am méat doan 1 dén 5 axit amin lién tuc hoic khong lién tuc chira géc
Cys & vi tri s6 8.
6. Manh IgG4 Fc cai bién theo diém 1, trong d6 ving ban 1& dugc gay dot bién
béng cach 1am mét doan 1 dn 5 axit amin lién tuc hodc khong lién tuc chira géc
Cys & vi tri sb 11.
7. Manh IgG4 Fc céi bién theo diém 1, trong d6 ving ban 1& dugc gay dot bién
béng cach 1am mét doan 1 dn 3 axit amin lién tuc hoic khong lién tuc chira géc
Cys & vi tri s6 8.
8. Méanh IgG4 Fc cai bién theo diém 1, trong d6 ving ban 1 dugc cai bién bing
céch 1am mét doan 1 dén 3 axit amin lién tuc hodc khong lién tuc chira gbc Cys
& vi tri s6 11.
9. Manh IgG4 Fc cai bién theo diém’1, trong d6 manh nay khong duge glycosyl
hoa. :
10. Manh IgG4 Fc céi bién theo diém 1, trong d6 méanh ndy duoc céi bién bang
polyme khong phai peptit.
11. Axit nucleic mi héa manh IgG4 Fc theo diém 1.
12. Vecto chira axit nucleic theo diém 11.
13. Vi sinh vit, trong d6 vecto theo diém 12 dugc dua vao.

14. Phuong phép tao ra manh IgG4 Fc theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1
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dén 10 bao gdm viéc nudi ciy vi sinh vét theo diém 13.

15. Thé tiép hop duoc chit, trong d6 manh IgG4 Fc theo diém bt ky trong sb
cac diém tir 1 dén 10 duoc tiép hop vé6i duge chét bang cau ndi.

16. Thé tiép hop duogc chét theo diém 15, trong dé dugc chét nay dugc chon tir
nhém bao gdm hormon sinh truéng ctia ngudi, hormon giai phéng hormon sinh
trudng, peptit giai phong hormon sinh trudng, interferon va thu thé interferon,
yéu t6 kich thich khuin lac, interleukin va thu thé interleukin, enzym, protein
gén két voi interleukin va xytokih, yéu td hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc
bao, yéu t6 t& bao B, yéu td t& bao T, protein A, yéu t6 tc ché di tng,
glycoprotein hoai tir, khang doc t6, lymphotoxin, yéu t hoai tir khéi u, chét tc
ché khéi u, yéu td sinh trudng bién nap, -1 antitrypsin, albumin, o-lactalbumin,
apolipoprotein-E, erythropoietin, erythropoietin‘ dugc glycosyl hoéa cao,
angiopoietin, hemoglobin, thrombin, peptit hoat hda thu thé thrombin,
thrombomodulin, yéu t6 dong mau VII, yéu t6 dong mau Vlla, yéu td d6ng mau
VIII, véu t§ dong mau IX, yéu t& dong mau XIII, chét hoat héa plasminogen,
peptit gin két véi fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C, protein
phéan tng C, chét Grc ché renin, chét e ché colagenaza, peroxit dismutaza, leptin,
yéu t§ sinh truéng c6 ngudn gbe tidu cau, yéu td sinh truéng biéu mé, yéu t6
sinh trudng biéu bi, angiostatin, angiotensin, yéu t6 sinh trudng tao hinh xuong,
protein tao hinh thai xwong, calcitonin, insulin va din xuét insulin, atriopeptin,
yéu t6 tao sun, elcatonin, yéu t6 hoat héa m6 lién két, chét tc ché qué trinh cua
yéu td mé, hormon kich thich nang non, hormon tao thé vang, hormon giai
phéng hormon tao thé vang, cac yéu t6 sinh trudng thin kinh (bao gdm yéu t6
sinh truéng than kinh, yéu t6 dinh dudng than kinh 16ng mao, yéu td tao soi truc-
1, peptit bai niéu natri & no, yéu t6 dinh dudng thin kinh cé ngudn gbc tir té bao
than kinh dém, netrin, yéu t6 Grc ché -bach cau trung‘tinh, yéu t6 dinh dudng thin
kinh, va neutrin), hormon tuyén cén giap, relaxin, secretin, somatomedin, yéu to
sinh trudng tuong ty insulin, hormon vé thugng thén, glucagon, céc peptit kich
thich insulin bao gbm peptit-1 gibng glucagon va exendin-4, incretin. tiét trong
rudt, cac té bao tao md bao gdm lepton va xytokin thin kinh cé hiéu qua dbi véi
hodi chimg chuyén héa, cholecystokinin, polypeptit tuyén tuy, peptit gidi phong
gastrin, yéu t& giai phéng corticotropin, hormon kich thich tuyén giap, autotaxin,
lactoferrin, myostatin, thu thé, chit dbi khang thu thé, khang nguyén bé mit té
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bao, khang thé don dong, khang thé da dong, manh khang thé, v khéng nguyén

vacxin ¢ ngudn gdc virut.

17. Thé tiép hop duoc chit theo diém 15, trong d6 dugc chat 13 yéu t6 kich thich

khuén lac bach ciu hat.

18. Thé tiép hop duogc chét theo diém 15, trong d6 ciu ndi 12 polyme khong phai

peptit.

19. Thé tiép hop duoc chit theo diém 18, trong do polyme khong phai peptit nay

¢6 hai hodc ba diu phan tmg.

20. Dugc phim chira thé tiép hop theo diém 15.

21. Chit mang dugc chit chira manh IgG4 Fc cai bién chira ving ban 18 céi bién,

trong d6 mot phén clia vung ban 18 dugc biéu thi béi trinh tu axit amin sau duoc

1am mét doan dé chi chira mét gdc xystein:
Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro, va

trong d6 khong xay ra su trao doi chudi in vivo va tao ra monome.
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DANH MUC TRINH TU

LTD.

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro

<110> HANMI PHARM. CO
<120>
ctia manh nay
<130> OPA14085
<140> 10-2013-0063029
<141> 2013-05-31
<160> 21
<170> KopatentIn 2.0
<210> 1
<211> 12
<212> PRT
<213> HOMO SAPIENS
<400> 1
1 5
<210> 2
<211> 221
<212> PRT
<213> HOMO SAPIENS
<400> 2
Pro Ser Cys Pro Ala Pro
1 5
Phe Pro Pro Lys Pro Lys
20
Val Thr Cys Val Val Vval
35
Phe Asn Trp Tyr Val Asp
50 55
Pro Arg Glu Glu Gln Phe
65 70
Thr Val Leu His Gln Asp
85
Val Ser Asn Lys Gly Leu
100
Ala Lys Gly Gln Pro Arg
115
Gln Glu Glu Met Thr Lys
130 135
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
145 150
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys

Glu

Asp

Asp

40

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

105

10

Phe Leu
10

Gly Gly Pro

Met Ile Ser
30

Thr Leu

25

Val Ser Gln Glu Asp
45

Val His Asn
60

Val Glu

Ser Thr Tyr Arg Val
75

Leu Asn Gly Lys Glu
90

Ser Ser Ile Glu Lys
110
Pro Gln Val Tyr Thr
125
Gln Vval Ser Leu Thr
140
Ala Val Glu Trp Glu
155

Thr Pro Pro Val Leu

-20-

Ser Val

15

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys

Val Ser

80

Tyr
95

Lys

Thr Ile

Leu Pro

Cys Leu

Ser Asn
160

Asp Ser

Phe

Pro

Val

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

vVal

Gly

Asp

Manh IgG4 Fc chtia ving ban 1& cai bién va thé tiép hop dugc chéit

Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys-
Gln

Gly
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170

175

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
180

185

190

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn

195

200

205

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

210 215 220

<210> 3
<211> 663
<212> ADN
<213> HOMO SAPIENS
<400> 3
ccatcatgcc cagcacctga gttcctgggg ggaccatcag
cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc cctgaggtca
agccaggaag accctgaggt ccagttcaac tggtacgtgg
gccaagacaa agccgcggga ggagcagttc aacagcacgt
accgtcctge accaggactg gctgaatggc aaggagtaca
ggcctcccat cctccatcga gaaaaccatc tccaaagcca
caggtgtaca ccctgcccce atcccaggag gagatgacca
tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac atcgccegtgg
ccggagaaca actacaagac cacgcctccc gtgctggact
tacagcaggc taaccgtgga caagagcagg tggcaggagg
gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acacagaaga
aaa
<210> 4
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>
<223> Bién thé& cua ving ban 1&
<400> 4
Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Pro Ser Cys Pro

1 5 10
<210> 5

<211> 11
<212>
<213>

PRT
Trinh tu nhdn tao

-30-

tcttecctgtt
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcte
ggaacgtctt

gcctctcecct

ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttectc
ctcatgctcc
gtctctgggt

663

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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<220> )

<223> Bién thé& cta ving ban 1&

<400> 5 .

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Pro
1 5 10

<210> 6

<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> Bién thé cua ving ban 1&

<400> 6

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser
1 5 10

<210> 7

<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Bién thé cua ving ban 1&

<400> 7

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro
1 5 10

<210> 8

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Bién thé cua ving ban 1&

<400> 8

Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser
1 5

<210> 9

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>

<223> Bién thé cha ving ban 1&

<400> 9

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys
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<400>
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10

7

PRT

Trinh tuy nhan tao

Bién thé cta ving ban 18

10

Glu Lys Tyr Gly Pro Pro Cys

1

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

<220>

<223>

<400>

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

i 5

11

6

PRT

Trinh ty nhin tao

Bién thé ctia ving ban 1&

11

Glu Ser Pro Ser Cys Pro

5

12

5

PRT

Trinh tuy nhin tao

Bién thé ciia ving ban 18

12

Glu Pro Ser Cys Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

5

13

4

PRT

Trinh ty nhidn tao

Bién thé cha ving ban 1&

13

Pro Ser Cys Pro

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

14

10

PRT

Trinh tu nhidn tao
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<220>
<223> Bién thé chia ving ban 1&

<400> 14
Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Ser Cys Pro
1 5 10

<210> 15

<211> 9 -

<212>  PRT _

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> Bién thé& ctha ving ban 1é

<400> 15
Lys Tyr Gly Pro Pro Pro Ser Cys Pro
1 5

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> Bién thé& cta ving ban 1&

<400> 16
Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Ser Cys Pro
1 5

<210> 17

<211> 8

<212> PRT .

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Bién thé& ctia ving ban 1&

<400> 17
Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys
1 5

<210> is

<211> 7

<212> - PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Bién thé& cthia ving ban 1é&

<400> 18
Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro
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19

7

PRT

Trinh ty nhin tao

Bién thé cua ving ban 1&

19

Glu Ser Lys Pro Ser Cys Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

5

20

6

PRT

Trinh tu nhin tao

Bién thé ctua vang ban 1&

20

Glu Ser Pro Ser Cys Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

5

21

4

PRT

Trinh tyu nhin tao

Bién thé cta ving ban 1&

21

Glu Pro Ser Cys

1
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[FIG. 1]
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[FIG. 2}
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