(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

aor e senmeroe o O NI VA
CUC SO HUU TRi TUE
1-0037734
CO7K 14/575; A61K 47/60; CO8G (13) B
(51)202001 65/325: COTK 14/605; A61K 38/00;
A61K 47/68
(21) 1-2022-00442 (22) 18/07/2019
(86) PCT/KR2019/008912 18/07/2019 (87) WO02021/010532 21/01/2021
(45) 25/12/2023 429 (43) 25/04/2022 409

(73) HANMI PHARM. CO., LTD. (KR)
214, Muha-ro, Paltan-myeon, Hwaseong-si, Gyeonggi-do 18536, Republic of Korea
(72) SHIN, Cheongbyeol (KR); JANG, Dooseo (KR); MOON, Ji Hye (KR); KIM, Dong
Hyun (KR); LEE, Ji Eun (KR).
(74) Cong ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) HOP CHAT TRUNG GIAN DE BAO CHE THE TIEP HOP DUQC CHAT TAC
DUNG KEO DAI VA CHE PHAM BAO CHE THE TIEP HGP DUOC CHAT TAC
DUNG KEO DAI CHUA HOP CHAT NAY

(57) Sang ché dé cap dén hop chat trung gian dé bao ché thé tiép hop duoc chit tac dung

kéo dai va ché pham bao ché thé tiép hop duoc chat tac dung kéo dai chira hop chit nay.

Mau: vang Fe globulin micn dich duoe lien ket omnn-PEG

Cwomg



37734

Linh vire ky thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hop chét trung gian dé bao ché thé tiép hop duoc chat tac dung
kéo dai, ché phdm chira hop chat nay, va phuong phap bao ché thé tiép hop duogc chit tac
dung kéo dai bang cach sir dung hop chat nay.

Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy d& bi bién tinh do d¢ 6n dinh thap, bi phan huy boi
proteaza trong mau, va dé bi thai trir boi than hoac gan. Do do, dé duy tri nong d6 trong
mau va néng do chuan ctia dugc chat protein chira polypeptit cé hoat tinh sinh ly 14 thanh
phan duoc ly, duge chat protein can duge st dung thuong xuyén cho dbi twong bi bénh.

Tuy nhién, do hau hét cac loai duoc chat protein dugc su dung cho doi tuong bi
bénh dudi dang thudc tiém, nén viée st dung thuong xuyén qua duong tiém dé duy tri
ndng do trong mau cia polypeptit co hoat tinh sinh ly gdy dau nghiém trong cho ddi twong
bi bénh va ting chi phi diéu tri. Dé giai quyét cac van dé nay, cac nd luc da duge thuc hién
dé tdi da hoa hiéu luc cua dugc chat protein béng cach tang do on dinh trong mau cua cac

dugc chat protein va duy tri nong do trong mau cua chung ¢ muc cao trong thoi gian dai.

Tuy nhién, cac cong thirc bao ché tac dung kéo dai chtra duge chat protein nay
khong duoc giy ra cac dap img mién dich & dbi twong bi bénh trong khi tang do 6n dinh
ctia duoc chét protein va duy tri ndng do chuan cua duoc chat & mie du cao. Phuong phap
bd sung polyme c6 d6 hoa tan cao, nhu polyetylen glycol (sau day duge goi tit 1a “PEG™)
vao bé mit cua duoc chit protein da dwoc str dung lam phwong phap lam 6n dinh protein,
tre ché tiép xuc voi proteaza, va ngan ngira thai trir qua than. Tuy nhién, trong khi phuong
phap st dung PEG c6 thé kéo dai thoi gian in vivo cua duoc chat peptit bang cach ting
khéi luong phan tr ciia PEG, thi ndng do chuan cua duge chat protein giam dang ké khi

khéi lwong phén tir ting, va hiéu suét ¢6 thé giam do kha nang phan Gmg thap véi peptit.

Do d¢, thé tiép hop ctia manh globulin mién dich va polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy

da duoc st dung 1am phuong phap lam tang thoi gian ban thai trong huyét thanh, va cac
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nghién ctu khac nhau da dugc thuc hién dé cai tién phuong phap bao ché thé tiép hop

nay (Cong b don Patent Han Qudc s6 10-2014-0109342).

Cu thé, ¢6 nhu cdu ngay cang ting dbi véi viée phat trién cac phuong phép bao
ché thé tiép hop dugc chat tac dung kéo dai mot cach hitu hiéu bang cach don gian hoa

phuong phap bao ché da biét.
Ban chét ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén hop chat trung gian dé bao ché thé tiép hop duoc chat tac

dung kéo dai.

Séang ché cling dé cap dén ché pham bao ché thé tiép hop duogc chat tac dung kéo

dai chira hop chat trung gian nay.

Sang ché cling dé cap dén phuong phap bao ché thé tiép hop dugc chat tac dung

kéo dai bang cach str dung hop chat trung gian nay.

Séng ché ciing dé cap dén thé tiép hop duoc chét tac dung kéo dai duoc bao ché

bang phuong phép bao ché nay.
Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén hop chét trung gian moi.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén hop chét ¢o cong thire 1 hodc chat dong

phan lap thé, solvat, hodc mubi duoc dung cua nd:
Cong thuc 1
X-L1-(OCH,CH,),O0-L2-R
trong do trong cong thuc 1,
X 1a vung Fc globulin mién dich;
L1 1a C,-C¢ alkylen mach théng hoac mach nhanh;

L2 1a -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hodc -b1-COO-b2-, va al, a2, bl, va b2 doc lap véi nhau la C,-Cq alkylen mach théng
hoac mach nhanh;

n nidm trong khoang tr 10 dén 2400; va

R la goc bat ky dugc chon tr nhém bao gébm 2,5-dioxopyrolidinyl, 2,5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, C¢-Cy aryl disulfua, Cs-Cyg heteroaryl disulfua, vinyl
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sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, thioeste, va dan xuat

cua chung.

Trong hop chét hodc chat dong phan 1ap thé, solvat, hodc mudi duge dung cua né
theo phuong 4n néu trén, trong do trong cong thic 1, L1 la C;-Cg alkylen mach thang
hodc mach nhanh; L2 1a -al-NHCO- hoac -al-NHCO-a2-; al va a2 doc lap v6i nhau la
C1-C6 alkylen mach thang hodc mach nhanh; n nam trong khoang tir 200 dén 250; va R

la maleimit.

Trong hop chét hodc chét dong phan lap thé, solvat, hodc mudi dugc dung cua né
theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, X la vung Fe globulin mién dich

chua trinh tu ban 1& ¢ dau tan cung N.

Trong hop chét hoac chat dong phan lap thé, solvat, hodc mudi duge dung cua né
theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, X bao gbm trinh tu ban 1é dugc
cai bién dé bao gom chi mot gbc cystein bang cach loai bo mot phan cua trinh tu axit
amin chira cac axit amin dudi day:

Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro (SEQ ID NO.7).

Trong hop chét hodc chét dong phan 1ap thé, solvat, hodc mudi dugc dung cua né
theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trinh tu ban 1& bao gdm trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8 (Ser-Cys-Pro) hodc trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.9 (Pro-Ser-Cys-Pro).

Trong hop chét hodc chat déng phén lap thé, solvat, hodc mubi duoc dung cua nd
theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, L1 dugce lién két véi nhém phan
Umg amin hodc nhoém phan tng thiol nim & mot dau cua X.

Trong hop chét hodc chét dong phan 1ap thé, solvat, hodc mudi duge dung cua né
theo phuong an bét ky trong s6 cac phuwong 4n néu trén, hop chét nay c6 cong thiic 2:

Cong thuc 2
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trong dé trong cong thuc 2, n nam trong khoang tir 200 dén 250.

Trong hop chét hodc chét dong phan 1ap thé, solvat, hodc mudi dugc dyung cua nd
theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, X 1a ving Fc globulin mién dich

6 nguon gbe tir IgG, IgA, 1gD, IgE, hodc IgM.

Trong hop chét hodc chat déng phan lap thé, solvat, hodc mudi duoc dung cua no
theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, X la vung Fc globulin mién dich

¢6 ngudn gbe tir IgG1, 1gG2, [gG3, hodc IgG4.

Trong hop chit hodc chat dong phan 1ap thé, solvat, hodc mudi duge dung cua no
theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, X la vang Fc globulin mién dich

¢ dang dime.

Trong hop chét hoac chit dong phan lap thé, solvat, hodc mudi dugc dung cua nd
theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong én néu trén, X la ving Fc globulin mién dich

chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Trong hop chét hodc chit dong phan lap thé, solvat, hodc mudi duge dung cua no
theo phuong an bat k¥ trong s6 cac phuong an néu trén, hop chét nay co kich cd nam

trong khoang tir 40 kDa dén 250 kDa.

Sang ché cling dé cap dén ché pham bao ché thé tiép hop duoc chat tac dung kéo
dai chua hop chét néu trén, hodc chat d@)ng phan lap thé, solvat, hoac mubi duoc dung
cua no.

Theo mot phuong én, ché pham bao gbém hop chét ¢6 cong thic 1 hodc chat dong
phan lap thé, solvat, hoac mudi duoc dung cta né, trong dé dugc chét 1a polypeptit co

hoat tinh sinh ly:
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Cong thuc 1
X-L1-(OCH,CH,),0-L2-R
trong cong thue 1,
X 1a ving Fc globulin mién dich;
L1 la C,-Cg alkylen mach théng hoac mach nhanh;

L2 1a -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hodc -b1-COO-b2-, va al, a2, bl, va b2 doc lap véi nhau la C,-Cs alkylen mach théng

hodc mach nhanh;
n nam trong khoang tir 10 dén 2400; va

R la gbc bt ky dugc chon tir nhém bao gdm 2,5-dioxopyrolidinyl, 2,5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, C-Cyo aryl disulfua, Cs-Cy heteroaryl disulfua, vinyl
sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, thioeste, va dan xuét

cua chung.

Trong ché pham theo phuong 4n néu trén, L1 la C,-Cs alkylen mach thang hoic
mach nhanh; L2 1a -al-NHCO- hodc -al-NHCO-a2-;al va a2 doc lap voi nhau 1a Ci-Ce
alkylen mach thang hodc mach nhénh; n nam trong khoang tir 200 dén 250; va R 1a

maleimit.

Trong ché phém theo phuong éan bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén,
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly dugc chon tir nhém bao gbdm peptit tuong tu glucagon-1
(GLP-1), yéu td kich thich tang sinh bach cau hat (G-CSF), hormon sinh truéng cla
ngudi (hGH), erythropoietin (EPO), glucagon, insulin, hormon gidi phoéng hormon sinh
trudng, peptit giai phong hormon sinh trudng, interferon, thu thé interferon, thu thé lién
hop véi protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein gén két interleukin,
protein gén két xytokin, yéu td hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu t6 té bao B,
yéu t6 té bao T, protein A, chét Gre ché di Umg, glycoprotein hoai tu té bao, immunotoxin,
lymphotoxin, yéu td hoai tir khéi u, chét kim ham khdi u, yéu td phét trién su di can, a-1
antitrypsin, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin duoc glycosyl hoa o
muc cao, angiopoietin, hemoglobin, thrombin, peptit hoat hoa thu thé thrombin,
thrombomodulin, yéu t6 déng mau VII, yéu t6 dong mau Vlla, yéu t6 dong méau VIII, yéu

t6 dong mau IX, yéu t5 dong mau XIII, yéu t6 hoat héa plasminogen, peptit gén két
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fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C, protein phan tng C, chét trc ché lenin,
chét trc ché colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu t6 sinh trudng cé ngudn goc tur
tiéu cau, yéu t6 sinh truéng biéu mo, yéu t6 sinh trudng biéu bi, angiostatin, angiotensin,
yéu td sinh truéng xuong, protein kich thich tao xuong, calcitonin, atriopeptin, yéu td tao
sun, elcatonin, yéu tb hoat hdéa mo lién két, chét tc ché qua trinh cua yéu t6 md, hormon
kich thich nang, hormon tao hoang thé, hormon giai phong hormon tao hoang thé, yéu to
sinh truong day than kinh, hormon tuyén cén giap, relaxin, secretin, somatomedin, yéu td
sinh truong tuong tu insulin, hormon vo tuyén thuong than, cholecystokinin, polypeptit
tuyén tuy, peptit giai phong gastrin, yéu to giai phong corticotropin, hormon kich thich
tuyén giap, autotaxin, lactoferrin, myostatin, incretins, polypeptit i ché da day (GIP),
chat cht van dic hidu kép GLP-1/GIP, chat chu van dac hi¢u dong thoi GLP-
1/GIP/Glucagon, khang nguyén bé mat té bao, khang nguyén vacxin c6 ngudn goc tur
virut, khang thé don dong, khang thé da dong, va manh khang thé.

Trong ché phém theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, R cua
hop chét cua ché pham duoc lién két voi cystein cua duge chét.

Trong ché pham theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, X la
ving Fe globulin mién dich ¢6 ngudn goc tir IgG1, 1gG2, 1gG3, hodc [gG4.

Trong ché phém theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, X 1a
ving Fc globulin mién dich chtra trinh ty ban 18 duge cai bién dé bao gém chi mot gbe
cystein bang cach loai bo mot phan cua trinh tu axit amin chira cac axit amin dudi day:

Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro (SEQ ID NO.7).

Still sang ché ciing dé cap dén phuong phap bao ché thé tiép hop tac dung kéo dai
cua polypeptit cé hoat tinh sinh ly.

Theo mot phuong an, phuong phap bao ché nay bao gém budc bao ché thé tiép
hop bang cach lién két ving Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG, dugc bao
ché bang cach lién két gbc lién két co cong thic 3 véi dau tan cung N cua vung Fc

globulin mién dich chtra trinh ty ban 1, v6i polypeptit c6 hoat tinh sinh ly:
Cong thuc 3
CHO-L1-(OCH,CH,),O-L2-R

trong do trong cong thuc 3,
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L1 la C-Cg alkylen mach théng hodc mach nhanh;

L2 la -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hodc -b1-COO-b2-, va al, a2, bl, va b2 doc lap véi nhau la C,-C4 alkylen mach théng

hoac mach nhanh;
n nam trong khoang tir 10 dén 2400; va

R 1la géc bét ky dugc chon tor nhom bao g@)m 2,5-dioxopyrolidinyl, 2,5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, C4-C,, aryl disulfua, Cs-Cy heteroaryl disulfua, vinyl
sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, thioeste, va dan xudt

cua chung.

Trong phuong phap bao ché theo phuong an néu trén, vung Fc globulin mién dich
duoc lién két mono-PEG dugc bao ché bang cach lién két gbc lién két co cong thirc 3 voi
dau tan cung N cua vung Fc globulin mién dich & do pH nam trong khoang tr 4,0 dén 8,0

trong su ¢6 mat cua chat khur.

Trong phuong phap bao ché theo phuong an bat ky trong s cac phuong én néu
trén, thé tiép hop dugc bao ché bang lién két gdc lien két cua vung Fc globulin mién dich
duoc lién két mono-PEG v&i polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly ¢ d6 pH nam trong khoang tir
5,5 dén 8,0.

Trong phuong phap bao ché theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n néu
trén, budc bao ché thé tiép hop dugc thuc hién béng cach cho vung Fc globulin mién dich
duoc lién két mono-PEG phan (mg véi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly ¢ ty 1€ mol nam

trong khoang tir 1:1 dén 1:3.

Trong phuong phap bao ché theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n néu
trén, phuong phép nay bao gdm: bude bao ché ving Fc globulin mién dich duoc lién két
mono-PEG bang cach lién két gbe lién két co cong thuc 3 voi dau tan cung N cuia vung
Fc globulin mién dich; va budc bao ché thé tiép hop bang céach lién két gdc lién két cua
ving Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG duoc bao ché trong budc trude do
vai polypeptit c6 hoat tinh sinh ly.

Trong phuong phap bao ché theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an néu
trén, gdc lién két cia viung Fe globulin mién dich duoc lién két mono-PEG dugc lién két

vGi cystein cua polypeptit c6 hoat tinh sinh ly.
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Trong phuong phap bao ché theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an néu
trén, phuong phéap nay bao gbém: budce bao ché vung Fc globulin mién dich duoc lién két
mono-PEG bang cach lién két gbe lién két co cong thire 3 voi dau tan cung N cua ving
Fc globulin mién dich; budc tinh ché vang Fc globulin mién dich duoc lién két mono-
PEG duogc bao ché trong bude trude dé bang phuong phap sdc ky trao doi anion trong
dung dich dém c6 do pH nam trong khoang tur 6,0 dén 8.5: va budc bao ché thé tiép hop
bang cach lién két gbc lien két cua ving Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG
duoc tinh ché trong budc trude dé voi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly.

Trong phuong phéap bao ché theo phuong 4n bét ky trong sé cac phuong 4n néu
trén, phuong phép nay duoc thuc hién ma khong can thuc hién bude siéu loc/loc tuan
hoan c6 pha loadng sau khi bao ché vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG.

Trong phuong phéap bao ché theo phuong 4n bét ky trong sé cac phuong én néu
trén, phuong phap nay con bao gdm budc tinh ché thé tiép hop bang phuong phép sac ky
tuong tac ky nudc.

Trong phuong phap bao ché theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong én néu
trén, trong cong thire 3, L1 la C,-C¢ alkylen mach thang hodc mach nhéanh; L2 la -al-
NHCO- hoac -al-NHCO-a2-; al va a2 doc lap véi nhau l1a C,-C, alkylen mach thang
hoac mach nhéanh; n nam trong khoang tur 200 dén 250; va R la maleimit.

Trong phuong phap bao ché theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong én néu

trén, goc lién két cd cong thuc 4:

Cong thuc 4

trong do trong cong thuc 4, n nam trong khoang tir 200 dén 250.

Trong phuong phap bao ché theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong én néu

trén, goc lién két ¢6 kich c& nam trong khoang tir 1 kDa dén 100 kDa.
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Trong phuong phéap bao ché theo phuong an bat ky trong sd cac phuong 4n néu
trén, polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly duwoc chon tir nhém bao gdm peptit tuong tu
glucagon-1 (GLP-1), yéu t6 kich thich tang sinh bach cau hat (G-CSF), hormon sinh
truong cua nguoi (hGH), erythropoietin (EPO), glucagon, insulin, hormon giai phong
hormon sinh truong, peptit giai phong hormon sinh truong, interferon, thu thé interferon,
thu thé lién hop véi protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein gin két
interleukin, protein gan két xytokin, yéu té hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu
t6 té bao B, yéu t té bao T, protein A, chét tc ché di Ung, glycoprotein hoai tu té bao,
immunotoxin, lymphotoxin, yéu t6 hoai tir khéi u, chit kim ham khéi u, yéu td phat trién
su di can, a-1 antitrypsin, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin dugc
glycosyl hoa ¢ muc cao, angiopoietin, hemoglobin, thrombin, peptit hoat héa thu thé
thrombin, thrombomodulin, yéu t6 déng mau VII, yéu to dong mau Vlla, yéu to dong
méau VIII, yéu td dong mau IX, yéu t6 déng mau XIII, yéu t6 hoat hoa plasminogen,
peptit gan két fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C, protein phan ung C,
chat tic ché lenin, chét (e ché colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu to sinh trudng
c6 ngudn goe tr tidu cdu, yéu t6 sinh truong biéu mo, yéu td sinh truong biéu bi,
angiostatin, angiotensin, yéu t§ sinh truéng xuong, protein kich thich tao xuong,
calcitonin, atriopeptin, yéu to tao sun, elcatonin, yéu to hoat héa mo lién két, chat uc ché
qué trinh cua yéu td6 mo, hormon kich thich nang, hormon tao hoang thé, hormon giai
phong hormon tao hoang thé, yéu t6 sinh truong day than kinh, hormon tuyén can giap,
relaxin, secretin, somatomedin, yéu td sinh truong tuong tu insulin, hormon vo tuyén
thuong than, cholecystokinin, polypeptit tuyén tuy, peptit giai phong gastrin, yéu to giai
phong corticotropin, hormon kich thich tuyén giap, autotaxin, lactoferrin, myostatin,
incretins, polypeptit ¢ ché da day (GIP). chat chu van dac hiéu kép GLP-1/GIP, chat chu
van dic hidu ddng thoi GLP-1/GIP/Glucagon, khang nguyén bé mat t& bao, khang
nguyén vacxin co ngudn goc tur virut, khang thé don dong, khang thé da dong, va manh

khang thé.

Trong phuong phap bao ché theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an néu
trén, polypeptit c6 hoat tinh sinh ly la chdt chi van dac hiéu dong thoi GLP-

1/GIP/Glucagon, glucagon, hodc chét twong tu cua chung.
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Trong phuong phap bao ché theo phuong an bét ky trong sO cac phuong an néu
trén, polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly chtra trinh tu axit amin bét ky nhu néu trong SEQ 1D
NO.1 dén SEQ ID NO.6.

Trong phuong phap bao ché theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu
trén, trinh tu ban 1é duoc cai bién dé bao gém chi mot géc cystein bé“mg cach loai bo mot

phﬁn cua trinh tu ban 18 ¢6 trinh tu axit amin dudi day:
Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro (SEQ ID NO.7).

Trong phuong phap bao ché theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n néu
trén, trinh tu ban 1& bao g61n trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8 (Ser-Cys-
Pro) hodc trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.9 (Pro-Ser-Cys-Pro).

Trong phuong phap bao ché theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu

trén, vung Fc globulin mién dich ¢ ngudn géc tr IgG1, IgG2, [gG3, hoac IgG4.

Still sang ché cling dé cap dén thé tiép hop duoc chét tac dung kéo dai duoc bao

ché bang ché pham or phuong phép.

Theo phuong phép bao ché thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai bang cach su
dung hop chét trung gian méi theo sang ché, thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai c6
thé duogc bao ché vé&i hiéu suét cao mac du mot sé bude tinh ché thong thuong dugce bo

qua, do d6 nang sudt cua thé tiép hop duoc chat tic dung kéo dai c6 thé duogc gia tang.
M4 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 1a d6 thi thé hién két qua phan tich cAu tric ctia ving Fe globulin mién dich
duoc lién két mono-PEG bang thir nghiém MALDI-TOF.
M3 ta chi tiét sang ché

Séang ché s& duoc mo ta chi tiét hon thong qua phan mo ta dudi day. Trong khi do,
mdi phan moé ta va phuong an duge boc 19 trong sang ché ¢6 thé duoc 4p dung trong sang
ché dé mo ta cac phan mo ta va phuong an khac nhau. Noi cach khac, toan bg cac t6 hop
cua cac thanh phan khac nhau dugc bdc 1§ trong séng ché nam trong pham vi cua sang
ché. Hon nita, pham vi cua sang ché khong chi gi6i han & phan mo ta chi tiét dudi day.
Ngoai ra, nguoi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé€ nhan ra hodc ¢6 thé xéc

dinh chéc chén, khong can su dung nhiéu hon céac thur nghiém thong thudng, nhiéu
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phuong an tuong duong véi cadc phuong an cu thé cua sang ché. Cac phuong 4n tuong

duong nhu vy ndm trong pham vi ctia b yéu cau bao hd kém theo.

Trong toan bo ban mo ta nay, khong chi cac ma mot chit cdi va ba chtr cai thong
thuong dugc su dung dé ky hiéu cac axit amin c6 trong tu nhién, ma cidc ma ba cht cai
nay cling dugc st dung dé ky hiéu cac axit amin khac, nhu a-axit aminoisobutyric (Aib),
N-metylglycin (Sar), va axit a-metyl-glutamic. Ngoai ra, cdc axit amin dugc boc 10 trong

ban md ta nay dugc viét tat theo quy tac danh phap [UPAC-IUB nhu sau:

alanin (Ala, A) arginin (Arg, R)
asparagin (Asn, N) axit aspartic (Asp, D)
cystein (Cys, C) axit glutamic (Glu, E)
glutamin (Gin, Q) glycin (Gly, G)
histidin (His, H) isoleucin (lle, I)
leucin (Leu, L) lysin (Lys, K)
metionin (Met, M) phenylalanin (Phe, F)
prolin (Pro, P) serin (Ser, S)
threonin (Thr, T) tryptophan (Trp, W)
tyrosin (Tyr, Y) valin (Val, V)

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén hop chét ¢6 cong thuc 1, hodc chat dong

phén lap thé, solvat, hodc mubi duoc dung cua no:
Cong thue 1
X-L1-(OCH,CH,),0-L2-R
Trong cong thuc 1,
X 1a vung Fe globulin mién dich;
L1 la C-Cg4 alkylen mach théng hodc mach nhanh;

L2 1a -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hodc -b1-COO-b2-, va al, a2, bl, va b2 doc lap véi nhau la C,-Cq alkylen mach théng

hodc mach nhanh;
n nam trong khoang tir 10 dén 2400; va

R 1a gbc bat ky duge chon tr nhém bao gdm 2,5-dioxopyrolidinyl, 2.5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, C¢-Cyg aryl disulfua, Cs-Cyg heteroaryl disulfua, vinyl
sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, thioeste, va dan xuét

cua chung.
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Theo sang ché, hop chét co cong thic 1, hodc chat déng phan 1ap thé, solvat, hodc
mudi duge dung ctia n6 1a hop chit mai duoc bao ché dé bao ché thé tiép hop tac dung
kéo dai va c6 thé duoc goi 1a “hop chat trung gian™ hodc “chit trung gian” trong sang

,
A

ché.

Trong phuong phap bao ché thé tiép hop dugc chit tac dung kéo dai biang cach sur
dung hop chét trung gian theo sang ché, cac bude tinh ché bang phuong phép siéu loc/loc
tuan hoan c6 pha lodng va phuong phap sdc ky tuong tac ky nudce co thé duoc bo qua, va
cac tac dung dén budc bao ché thé tiép hop duoc chét tac dung kéo dai véi hiéu suét cao

¢6 thé thu duoc mic du cac budce tinh ché nay dugc bo qua.

Cu thé, hop chét trung gian ndy ¢ dang trong dé vung Fec globulin mién dich dugc
lien két voi gbe lién két. Trong hop chét trung gian c6 cong thuc 1, X ¢o thé 1a vung Fc
globulin mién dich, va L1-(OCH,CH,),0-L2-R ¢6 thé la gbc lién két. Cu thé, trong cong
thie 1, L1 la C;-C¢ alkylen mach théng hodac mach nhanh; L2 la -al-NHCO- hoac -al-
NHCO-a2-; al va a2 ddc 1ap véi nhau la C,-Cq alkylen mach théng hodc mach nhanh; n
nam trong khoang tur 200 dén 250; va R 1a maleimit, khong chi gidi han ¢ cac phuong 4n
nay.

L1 1a vi tri gan két v6i vung Fc globulin mién dich va ¢6 thé 1a C,-Cq alkylen
mach thang hodc mach nhanh, khong chi giéi han 0 cac phuong dn nay. L1 ¢o thé duoc
lién két v6i nhom phan tng amin nim ¢ mot dau hodc goc lysin cia X hodc nhém phan
mg thiol, khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay. R 1a vi tri dé lién két hop chat trung
gian nay vdi polypeptit cé hoat tinh sinh ly, ¢6 thé bao gdbm nhom phan ang (vi du thiol,
maleimit, aldehyt, va sucxinimidyl) c6 kha nang gan két véi cystein, hodc nhém amin cua
dau tan cung N, hodc gdc lysin ctia polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly, khong chi gi¢i han o

cac phuong an nay.

Theo sang ché, hop chét trung gian nay ¢o thé ¢6 cong thic 2, khéng chi gidi han

O cac phuong an nay:

Cong thtc 2
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q ugnangil o g

Trong cong thuc 2, n nam trong khoang tir 1 dén 3000, nam trong khoang tur 10
dén 2000, ndm trong khoang tir 50 dén 1000, nam trong khoang tir 100 dén 700, nim
trong khoang tur 150 dén 300, hodc nam trong khoang tir 200 dén 250.

Cu thé, hop chat trung gian nay c6 thé ¢6 kich nam trong khoang tir 40 kDa dén
250 kDa, 80 kDa dén 200 kDa, nidm trong khoang tir 100 kDa dén 150 kDa, khong chi

gidi han ¢ cac phuong an nay.

Theo sang ché, X c6 thé 1a ving Fc globulin mién dich ¢6 trinh tu ban 1& & dau tan
cung N, va cu thé, trinh tu ban 18 ¢6 thé duoc cai bién dé bao g6m chi mot géc cystein
bé“mg cach loai bo mot phén cua trinh tu axit amin chira cac axit amin dudi day, khong chi
gioi han ¢ cac phuong an nay:

Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro (SEQ ID NO.7).

Thuat ngit “ving Fc globulin mién dich” dugc su dung trong ban mo ta dé chi
vung bao gém mién hang dinh chudi nang 2 (CH2) va/hoac mién hang dinh chudi ning 3
(CH3) khong bao gdm mién bién déi chudi nang va mién bién ddichudi nhe cta globulin
mién dich. Vung Fc globulin mién dich c6 thé 1a thanh phan cau thanh gbe cua thé tiép

hop dugc chét tac dung kéo dai theo sang ché.

Cu thé, X c6 thé 1a ving Fc globulin mién dich ¢6 ngudn gbe tir IgG, IgA, IgD,
IgE, hodc IgM, cu thé hon, vung Fc globulin mién dich c6 ngudn goc tir 1gG1, 1gG2,
IgG3, hodc 1gG4, khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Theo sang ché, ving Fc globulin mién dich ¢ thé bao gbém trinh tu ban 1é cu thé ¢

dau tan cung N.
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Thuat ngl “trinh tu ban 1&” duogc su dung trong ban mo ta dé chi vi tri nam & chudi
nang va tao ra dime cua vung Fc globulin mién dich thong qua lién két disulfua lién phén

tur.

Thuat ngtr “dau tan cung N” dugc su dung trong ban moé ta dé chi dau tan cung
amino cua protein hodc polypeptit va ¢o thé bao gdm gbc axit amin nim ¢ mot dau cua
dau tan cung amin hodc 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 hoac nhiéu axit amin tr mot dau cia
dau tdn cung amin. Vung Fc globulin mién dich theo sang ché co thé bao gdm trinh tu

ban 1& & du tan cung N, khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Theo cac muc dich cua sang ché, trinh tu ban 1& ¢6 thé bao gdm chi mot gbe
cystein la géc cystein nam o vi tri tht 8 hodc vi tri thir 11 cua trinh tu ban 1é cua trinh tu
SEQ ID NO.7 duoc loai bé. Trinh tu ban I¢ theo sang ché ¢6 thé cdu thanh tir 3 dén 12
axit amin chi bao gom mot gbc cystein, khong chi gi6i han ¢ cac phuong én nay. Cu thé
hon, trinh tu ban 1é theo sang ché ¢4 thé co trinh tu nhu 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, hoac Glu-Pro-Ser-Cys. Cu thé hon,
trinh tu ban 1& ¢o thé bao gbm trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.8 (Ser-Cys-
Pro) hodc trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.9 (Pro-Ser-Cys-Pro), khong chi

gioi han ¢ cac phuong an nay.

X ¢6 thé 1a dime duoc tao ra tir hai phan tir chudi cua vang Fe globulin mién dich
trong su ¢6 mat cua trinh tu ban 18, va hop chét trung gian theo sang ché c6 thé ¢ dang
trong do mot dau cua gbe lién két duge lién két v&i mot chudi cia vang Fe globulin mién
dich ¢ dang dime, khong chi gidi han ¢ cdc phuong an nay. Theo sang ché, X co thé 1a

dime cua vung Fc globulin mién dich, khong chi giGi han ¢ cdc phuong dn nay.

Negoai ra, X theo sang ché 6 thé 1a ving Fc globulin mién dich chia trinh tu axit

amin nhu néu trong SEQ ID NO.10, khdng chi gi6i han ¢ cac phuong an nay.
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Trong khi do, ving Fc globulin mién dich theo sang ché ¢ thé 1a ving Fc kéo dai
bao gém mot phﬁn hodc toan bd mién héng dinh chudi nang 1 (CH1) va/hodc mién hé‘mg
dinh chudi nhe 1 (CL1) khong bao gdm mién bién dbi chudi ndng va mién bién doi chudi
nhe cua globulin mién dich, mién 14 ving Fc globulin mién dich ¢6 tac dung gan nhu
tuong duong hodc dugce tdng cuong so voi dang nguyén thé. Hon nita, viing Fe globulin
mién dich ¢6 thé 1a ving ma tir d6 mot phén dai dang ké cua trinh tu axit amin tuong Ung

v6i CH2 va/hoac CH3 duoc loai bo.

Vi du, ving Fc globulin mién dich theo sang ché c6 thé bao gdm 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 CH3, 5) t6 hop ciia mdt hodc nhiéu mién duge chon tir mién
CH1, mién CH2, mién CH3, va mién CH4 va mién ban 1& globulin mién dich (hodc mot
phén cua vung ban 18), hodc 6) dime ctia mdi mién trong s6 mién hang dinh chudi nang
va mién hang dinh chudi nhe. Tuy nhién, sang ché khong chi gioi han & cac phuong dn

nay.

Hon nita, ving Fc globulin mién dich theo sang ché bao gém khong chi trinh tu
axit amin co trong ty nhién ma ca dan xuét trinh tu cua nd. Dan xudt trinh tu axit amin la
trinh tu khac véi trinh tu axit amin ¢6 trong tu nhién do dot bién loai bo, chén thém, thay
thé khong bao thu hoac bao thu, hodc to hop bét ky cua mdt hodc nhiéu axit amin cua

trinh tu axit amin co trong tu nhién.

Vi dy, trong truong hop cua IgG Fe, cac gbe axit amin dugc biét 1a quan trong
trong lién két ¢ cac vi trf 214 dén 238, 297 dén 299, 318 dén 322, hoac 327 dén 331 c6

thé duoc su dung lam dich thich hop dé cai bién.

Hon nita, cac dan xuét khac nhau khac bao gém cac dan xuét trong do vi tri co thé
tao ra lién két disulfua duoc loai bo hodc mot s6 géc axit amin dugc loai bo ra khoi dau
tan cung N cua dang Fc nguyén thé, va gbc methionin duge bo sung vao dau tan cung N
ctia dang Fe nguyén thé c6 thé duoc sir dung. Ngoai ra, dé loai bo chiic nang tac dong, vi
trf gén két b thé, nhu vi tri gan két Clq, ¢6 thé duge loai bo, va va vi tri ¢6 hoat tinh gay
doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé co thé duoc loai bo. Cac phuong
phap bao ché cac dan xuét trinh tu nhu vay cua vung Fc globulin mién dich duoc boc 10

trong WO97/34631 va W0O96/32478.
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Céc géc trao ddi axit amin trong protein va peptit, khong lam bién doi hoat tinh
cua cac phan tu, da biét trong linh vuc nay (H. Neurath, R. L. Hill, The Proteins,
Academic Press, New York, 1979). Cac gbc trao doi axit amin thuong xuat hién nhét bao
gém 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, Lewlle, Leu/Val, Ala/Glu, va Asp/Gly. Khi can,
ving Fc ¢ thé duge cai bién bang phuong phap phosphoryl hoa, sulfat hoa, acryl hoa,

glycosyl hoa, metyl hoa, farnesyl hoa, axetyl hoa, va amit hoa.

Céc dan xudt trinh tu néu trén cua vung Fe 1a cac dan xuat co hoat tinh sinh hoc
tuong duong voi vung Fe globulin mién dich theo sang ché hoac do o6n dinh cau truc

duoc cai thién chong lai nhiét, pH, hodc cac di€u ki¢n tuong tu.

Ngoai ra, cac vung Fc globulin mién dich nay c6 thé c6 thé duoc thu nhan tir dang
ty nhién duoc phan 14p tr nguoi va cac dong vét khac bao gém nhu bo, dé, lon, chuot
nhat, tho, chudt déng, chudt céng, va chudt lang, hodc c6 thé la vung Fc globulin mién
dich tai to hop hodc dan xuét cua nd, duoc thu nhan t té bao dong vat dugc chuyén gen
hodc vi sinh vat. Vé vén dé nay, cacving Fec nay ¢o thé duge thu nhéan tir globulin mién
dich tu nhién bang cach phan 1ap globulin mién dich toan phan tur co thé nguoi hoac dong
vat sdng va xu 1y globulin mién dich dugc phan lap bang proteaza. Khi duge xur ly bang
papain, thi globulin mién dich toan phan duge phan cat thanh vung Fab va vung Fe, trong
khi d6 khi dugce xu Iy bang pepsin, thi globulin mién dich toan phan tu nhién dugc phan
cat thanhmanh pF’c va manh F(ab)2. Cac manh nay c6 thé duoc xir Iy bang phuong phép
sac ky loai ¢ dé phan lap Fc hodc pF'c.. Theo mot phuong an cu thé hon, ving Fc ¢6

ngudn goc tr nguoi 1a vung Fe globulin mién dich tai to hop duge thu nhén tir vi sinh vat.

Ngoai ra, vung Fc globulin mién dich theo sang ché co thé co dang glycan tu
nhién, glycan duoc kéo dai hoac cdt ngén so Voi thé tu nhién, hodc ¢ dang dugc khu
glycosyl hoa. Cac glycan cua vung Fc globulin mién dich co thé duoc kéo dai, cat ngan
hodc loai bo bang cac phuong phap thong thuong duge su dung trong linh vue nay, nhu
phuong phap hoa hoc, phuong phap enzym, va phuong phap thiét ké di truyén bang cach
su dung vi sinh vat. V& van dé nay, vung Fec globulin mién dich duoc thu nhan béng cach
loai bo cac glycan c6 ai luc gan két voi bd thé Clq giam dang ké va lam giam hodc lam
mét hoat tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé hoac hoat tinh gay doc t€ bao phu thude

b6 thé, do d6 khong gay dap tmg mién dich khong mong mudn trong cac sinh vat song.
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Trén co s& van dé& nay, vung Fc globulin mién dich dugc khu glycosyl hoa hodc chua
duocglycosyl hoa ¢o thé thich hop hon dé str dung lam chat mang duoc chat dap Umg

tiéu chuan cua sang ché.

Thuat nglt “khu glycosyl hoa” duge su dung trong ban mo ta dé chi viing Fc tir d6
glycan dugc loai bo bang cach su dung enzym va thudt nglr “khong glycosyl hoa” duoc
su dung trong ban mo ta dé chi viing Fc chua duoc glycosyl hoa duoc san sinh trong sinh

vat nhéan so, cu thé hon la, E. coli.

Trong khi do, vung Fc globulin mién dich ¢6 thé ¢ ngudn goe tir ngudi hode dong
vat, nhu bo. dé, lon, chudt nhat, tho. chuot déng. chuot cfmg, hoac chudt lang. Theo mot

phuong an cu thé hon, vung Fc globulin mién dich c6 nguon goc tr nguoi.

Ngoai ra, vung Fc globulin mién dich ¢6 thé 1a c6 ngudn goc tir IgG, IgA, IgD,
IgE, hoac IgM, hodc t6 hop hoac thé lai bat ky cua ching. Theo mot phuong an cu thé
hon, vung Fc globulin mién dich ¢6 nguon goc tr IgG hodc IgM la cac protein co nhiéu
nhat trongmau nguoi, va theo mot phuong an cu thé hon, ving Fc globulin mién dich ¢6
ngudn goe tir IgG, duoc biét 1a ting cuodng thoi gian ban thai cua cac protein gan két phoi
tur. Theo mot phuong an cu thé hon, ving Fc globulin mién dich 1a ving Fe cua IgG4, va
theo mot phuong an cu thé nhét. vung Fc cua 1gG4 1a ving Fe chua dugce glycosyl hoa c6

ngudn goc tir IgG4 cua nguoi, nhung khong chi giéi han ¢ cac phuong an nay.

Trong khi do, lién quan dén vung Fc globulin mién dich, thuat nglr “t6 hop” duoc
st dung trong ban mo ta dé chi qua trinh hinh thanh lién két gitra polypeptit ma hoa ving
Fe globulin mién dich chudi don c6 cung ngudn gbe va polypeptit chudi don ¢ ngudn
géc khac khi dime hodc multime duoc tao ra. Tuc la, dime hodc multime ¢6 thé duoc tao
ra tUr hai hoac nhiéu manh Fe dugc chon tir nhém bao gom manh Fc IgG, manh Fe IgA,

manh Fc¢ IgM, manh Fc IgD, va manh Fc IgE.

Thuét ngtr “thé lai” dugc st dung trong ban mo ta dé chi céc trinh tu twong Ung
v6i hai hodc nhiéu vung Fe globulin mién dich ¢6 nguon goc khac nhau c¢6 mit trong
chudi don cua mién héng dinh globulin mién dich. Theo sang ché, cac dang thé lai khac
nhau ¢é thé duoc tao ra. Tuc la, thé lai mién c6 thé cau thanh tir 1 dén 4 mién dugc chon
tir nhém bao gdbm CH1, CH2, CH3, va CH4 cua IgG Fc, IgM Fec, IgA Fe, IgE Fe, valgD

Fc va co thé con bao gom vung ban I€.
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Trong khi do, IgG cling ¢o thé duoc phan loai thanh cac phan nhom IgGl, 1gG2,
TeG3 va IgG4, ¢6 thé dugce 16 hop hodc lai héa theo sang ché. Phan nhom 1gG2 va IgG4
dugc uu tién, va manh Fc cua IgG4 hiém khi co chtrc nang tac dong, nhu hoat tinh gay

doc té bao phu thudc bo thé (CDC) dugc uu tién nhét.

Thuat ngtr “gbc lién két” duoc su dung trong ban mo ta dé chi goc lién két duoc
chét (vi du polypeptit c6 hoat tinh sinh ly) véi vung Fe globulin mién dich trong thé tiép
hop dugc chét tac dung kéo dai, va gbe lien két co thé 1a gbe lién két peptidyl hodc gbe
lien két khong peptidyl. Cu thé, gdc lién két ¢ thé c6 cong thire 3, khong chi gioi han 6

cac phuong an nay:
Cong thuc 3
CHO-L1-(OCH,CH,),0-L2-R
Trong cong thuc 3,
L1 la C-Cq4 alkylen mach théng hoac mach nhanh;:

L2 la -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hodc -b1-COO-b2-, va al, a2, bl. va b2 doc lap vdi nhau la C,-Cq alkylen mach théng

hodc mach nhanh;

n nam trong khoang tur 1 dén 3000, nam trong khoang tir 10 dén 2000, nam trong
khoang tur 50 dén 1000, nam trong khoang tir 100 dén 700, nam trong khoang tir 150 dén

300, hodc nam trong khoang tr 200 dén 250; va

R 1a gbc bat ky dugc chon tir nhém bao gom 2,5-dioxopyrolidinyl, 2,5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, C¢-Cyo aryl disulfua, Cs-Cy heteroaryl disulfua, vinyl
sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, thioeste, va dan xuét

cua chung.

Gdc lien két c6 thé bao gdm polyetylen glycol va c6 cac céu trac hoa hoc cu thé 6
ca hai dau cua polyetylen glycol, khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Cu thé, trong cong thue 3, L1 ¢o thé 1a C,-C4 alkylen mach thang hodc mach
nhanh; 1.2 ¢6 thé 1a -al-NHCO- hogc -al-NHCO-a2-: al va a2 c6 thé doc lap voi nhau la
C,-C; alkylen mach théng hodac mach nhanh; n c6 thé nam trong khoang tir 200 dén 250;

va R ¢6 thé 1a maleimit, va gdc lién két ¢ thé c6 kich nam trong khoang tr 1 kDa dén
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200 kDa. nam trong khoang tir 1 kDa dén 150 kDa. nam trong khoang tir 1 kDa dén
100 kDa, nam trong khoang tir 1 kDa dén 50 kDa, hodc ndm trong khoang tir 1 kDa dén
10 kDa, khong chi gidi han ¢ cadc phuong an nay.

Hon nira, gdc lién két co thé c6 cong thic 4. khong chi gidi han & cac phuong an
nay:

Cong thuc 4

o
P
e e
1
i
{
st

Trong cong thuc 4, n co thé nam trong khoang tur 1 dén 3000, ndm trong khoang tir
10 dén 2000, ndm trong khoang tir 50 dén 1000, nam trong khoang tir 100 dén 700, nam
trong khoang tir 150 dén 300, hodc nam trong khoang tir 200 dén 250.

Mot dau cua goc lién két ¢o thé duoce lién két voi vung Fe globulin mién dich, cu
thé, dau tan cung N cua vung Fc globulin mién dich, cu thé hon, trinh tu ban &€ nim &
dau tan cung N cua vung Fc globulin mién dich, tham chi cu thé hon, goc prolin cua trinh

tu ban 1€, dé tao ra hop chét trung gian nay, khong chi gi6i han ¢ cdc phuong an nay.

Thuat ngli “dugc dung”™ duogc sur dung trong ban mo ta dé chi hop chét c6 thé dugc
st dung htru hi¢u qua cho muc dich st dung trong pham vi quyét dinh cua nganh dugc

ma khong gay ra doc tinh, kich ing hodc phan Ung di ing qua muec.

Thuat ngtr “mudi duge dung” duge su dung trong ban mo ta dé chi mudi c6 nguon
gbe tir axit hodc bazo vo co. hitu co duge dung. Vi du vé axit thich hop co thé bao gbém
axit hydrocloric, axit bromic, axit sulfuric, axit nitric, axit perchloric, axit fumaric, axit
maleic, axit phosphoric, axit glycolic. axit lactic. axit salixylic, axit sucxinic, axit toluen-
p-sulfonic, axit tartaric, axit axetic, axit xitric, axit metansulfonic, axit formic, axit
benzoic, axit malonic, axit naphtalen-2-sulfonic, va axit benzensulfonic. Vi du vé mudi
¢ ngudn gdc tir bazo thich hop co thé bao gom kim loai kiém, nhu snatri va kali, kim

loai ki€m tho, nhu magie va amoni.
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Sang ché bao gom khong chi hgp chat hoac mudi duoc dung cua no, ma ca solvat

duoc bao ché tur do.

Ngoai ra, hop chat ¢ thé ¢6 mat ¢ dang chat dong phan déi anh (chat dong phan R
hodc chat dong phan S), raxemat. hodc chét dong phan khong d6i quang, hodc hon hop
bat ky cua chung trong truong hop ¢d tam cacbon bét ddi (carbon vang mat) trong phan
tr thé ctia no. Ngoai ra, hop chét ¢6 thé co mat o dang chat dong phan exo hoac chat dong
phén endo trong truong hop ¢é vong duoc tao cau, khong chi gi¢i han ¢ cac phuong an
nay.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén ché pham chira hop chét c6 cong thuc 1,
hodc chat déng phén lap thé. solvat, hoac mudi duoc dung cia né, trong do dugc chit 1a

polypeptit c6 hoat tinh sinh ly:
Cong thuc 1
X-L1-(OCH,CH,),0-L2-R
Trong cong thuc 1,
X 1a vung Fe globulin mién dich;
L1 la C-C4 alkylen mach théng hoac mach nhanh;

L2 la -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hodc -b1-COO-b2-. va al, a2. bl. va b2 doc lap vdi nhau la C-C, alkylen mach thang

hodc mach nhanh;

n nam trong khodng tir 1 dén 3000, ndm trong khoang tir 10 dén 2000, nam trong
khoang tlr 50 dén 1000, nam trong khoang tir 100 dén 700, nam trong khoang tur 150 dén
300. hodc nam trong khoang tir 200 dén 250: va

R 1a gbc bat ky dugc chon tur nhém bao gém 2,5-dioxopyrolidinyl, 2,5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, Cq-Cyq aryl disulfua, Cs-C,y heteroaryl disulfua, vinyl

sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, thioeste, va dan xuat

cua chung.

Cu thé, trong cong thue 1, L1 la C,-C, alkylen mach théng hodc mach nhanh; L2
1a -al-NHCO- hoic -al-NHCO-a2-; al va a2 doc lap vai nhau la C-Cg alkylen mach

-21-



37734

thang hodc mach nhanh; n nam trong khodng tir 200 dén 250; va R 1a maleimit, khong chi

@161 han o cac phuong an nay.

Ché pham theo sang ché bao gdbm hop chét trung gian nay va duoc st dung dé bao

ché thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai.

Cu thé. do ché pham theo sang ché chira hop chét trung gian theo sang ché trong
do gbe lién két duoc lien két v6i vung Fe globulin mién dich, ché pham theo séng ché ¢o
thé duoc phan g vé&i polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly sao cho gde lién két cua hop chit
trung gian nay dugc lién két v6i polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly, thereby budc bao ché thé
tiép hop duoc chat tac dung kéo dai. Cu thé hon, thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai
c6 thé bao ché thong qua lién két gitra R cua cong thuc 1 tuong Gmg véi mot dau cua goc
lién két va cystein, hoac nhom amin. nhu dau tan cung N. hodc gbc lysin cla polypeptit

¢ hoat tinh sinh 1y, khong chi gidi han ¢ cac phuong dn nay.

Theo sang ché, polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy bt ky cua thé tiép hop duoc chat tac
dung kéo dai c6 thé duoc bao ché bang ché pham co thé nam trong pham vi cua sang ché
khong phu thudc vao loai, kich ¢d, nguon goc, va cac yéu to tuong tu mién la polypeptit
¢6 hoat tinh sinh 1y ¢6 tac dung duge 1y dbi véi bénh. Vi du vé polypeptit ¢o hoat tinh
sinh ly ¢6 thé bao gbom peptit tuong tw glucagon-1 (GLP-1), yéu t6 kich thich tang sinh
bach céu hat (G-CSF), hormon sinh truong cua nguoi (hGH), erythropoietin (EPO),
glucagon, insulin, hormon giai phong hormon sinh truong, peptit giai phong hormon sinh
truong, interferon, thu thé interferon, thu thé lién hop véi protein G, interleukin, thu thé
interleukin. enzym, protein gan két interleukin, protein gan két xytokin, yéu t6 hoat hoa
dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu t té bao B, yéu t6 té bao T, protein A, chat ¢ ché
di ung, glycoprotein hoai tu té bao, immunotoxin. lymphotoxin, yéu t6 hoai tu khéi u,
chat kim ham khéi u, yéu td phat trién su di can, o-1 antitrypsin, albumin, a-lactalbumin,
apolipoprotein-E, erythropoietin duoc glycosyl hoéa © muc cao, angiopoietin,
hemoglobin. thrombin, peptit hoat hoa thu thé thrombin, thrombomodulin, yéu t6 dong
méu VII, yéu td dong mau Vlla, yéu t6 dong mau VIII. yéu td dong mau IX, yéu to dong
mau XIII, yéu td hoat héa plasminogen, peptit gan két fibrin, urokinaza, streptokinaza,
hirudin, protein C, protein phan tng C. chit (¢ ché lenin, chdt tc ché colagenaza,
superoxit dismutaza, leptin, yéu t6 sinh truong ¢6 ngudn gbc tur tiéu cdu, yéu td sinh

truong biéu mo, yéu t6 sinh truong biéu bi, angiostatin, angiotensin, y€u to sinh truong
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xuong, protein kich thich tao xuong, calcitonin, atriopeptin, yéu t6 tao sun, elcatonin, yéu
t6 hoat hoa mo lién két, chét e ché qua trinh cua yéu t6 md, hormon kich thich nang,
hormon tao hoang thé, hormon giai phéng hormon tao hoang thé, yéu to sinh truong day
thén kinh, hormon tuyéll can giap, relaxin, secretin, somatomedin, yéu td sinh truong
tuong ty insulin, hormon vo tuyén thuong than. cholecystokinin, polypeptit tuyén tuy,
peptit giai phong gastrin, yéu to giai phong corticotropin, hormon kich thich tuyén giap,
autotaxin, lactoferrin, myostatin, incretins, polypeptit urc ché da day (GIP), chét chu van
dac hiéu kép GLP-1/GIP, chat chu van dac hi¢u dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon, khang
nguyén bé mat té bao, khang nguyén vacxin ¢o nguon géc tir virut, khang thé don dong,

khang thé da dong. va manh khang thé, nhung khong chi gi6i han o cac phuong an nay.

Cu thé hon, polypeptit ¢ hoat tinh sinh 1y ¢6 thé 1a peptit tuong tu glucagon-1
(GLP-1), glucagon, insulin, enzym, incretin, polypeptit uc ché da day (GIP), chat chu van
dac hiéu kép GLP-1/GIP, hodc chat chu van dac hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon,

khong chi gioi han ¢ cac phuong an nay.

Do phuong phap bao ché thé tiép hop duoc chét tac dung kéo dai bang cach su
dung hop chat trung gian theo sang ché hodc ché pham chta hop chat nay dugc thuc hién
bang cach lién két hop chét trung gian nay, trong do gbe lien két duoc lien két véi ving
Fc globulin mién dich. vé&i polypeptit ¢ hoat tinh sinh 1y, nén polypeptit c6 hoat tinh sinh
ly bat ky chira géc axit amin hodc nhoém phan g ¢6 kha nang gén két vai hop chét trung
gian nay c6 thé duge su dung khong phu thude vao loai cua ching dé bao ché theé tiép
hop duoc chét tac dung kéo dai bang cach su dung hop chét trung gian theo sang ché

hodc ché pham chira hop chét nay.

Theo sang ché. X ¢o6 thé 1a vung Fc globulin mién dich ¢6 ngudn goe tir IgGl,

1gG2, 1gG3, hodc IgG4, khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Ngoai ra, X co thé 1a vung Fc globulin mién dich chua trinh tu ban 1é duoc cai
bién dé bao gdm chi mot gde cystein bang cach loai bo mot phan cua trinh tu axit amin
chtra cac axit amin dudi day, khong chi gidi han ¢ cdc phuong an nay:

Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro (SEQ ID NO.7).

Trong truong hop su dung ché pham theo sang ché, thé tiép hop duoc chat tac

dung kéo dai ¢6 thé dugce bao ché ma khong can thuc hién phuong phap siéu loc/loc tuén
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hoan ¢6 pha lodng va mdt chu ky cua phuong phap sac ky tuong tac ky nudc co the tuy y

duoc bo qua.

Cu thé. khi thé tiép hop duoc chét tac dung kéo dai duoc bao ché bémg cach cho
hop chat trung gian theo sang ché hoac ché pham chuta hop chét nay phan tmg véi dugc
chét, thi do tinh khiét cua thé tiép hop duoc chat tac dung kéo dai c6 thé bang 70%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%. 96%, 97%. 98%, hodc 99% hodc cao hon, khong
chi gidi han o cac phuong an nay. D9 tinh khiét co thé duoce do bang phuong phap bat ky
da biét trong linh vuc nay, cu thé bang phuong phap SE-HPLC, RP-HPLC, va IE-HPLC,
va phuong phap bat ky da biét trong linh vuc nay. Cu thé hon, do tinh khiét cua thé tiép
hop duoc chét tac dung kéo dai duoc bao ché bing ché phim theo sang ché c6 thé bang
90% hoac cao hon trong phuong phap SE-HPLC, 80% hodc cao hon trong phuong phap
RP-HPLC, va 85% hodc cao hon trong phuong phap [E-HPLC, khong chi gidi han o cac

phuong an nay.

Hon nita, ché pham theo sang ché co6 thé con chtra chat dém, chat on dinh, chat
bao quan. mudi, va cac chat tuong tu can thiét dé lam 6n dinh hop chat trung gian nay va

bao ché thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai, khong chi gidi han ¢ cac phuong dn nay.

Séng ché ciing dé cap dén kit bao ché thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai bao
g6m ché pham. Kit nay co thé bao gdm chat phan ung. huéng dan su dung va thong tin
tuong tu dé bao ché thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai, khong chi gidi han ¢ cac

phuong an nay.

Séng ché ciing dé cap dén phuong phap bao ché thé tiép hop duoc chét tac dung
kéo dai.

Phuong phap bao ché theo sang ché 1a phuong phép bao ché thé tiép hop duogc
chét tac dung kéo dai trong do dugc chat duoc lién két voi ving Fe globulin mién dich
thong qua goc lién két. cu thé, phuong phap bao ché thé tiép hop duoc chat tac dung kéo
dai bang cach lién két hop chat trung gian véi duoc chat, khong chi gioi han ¢ cac

phuong dn nay.

Cu thé, phuong phap bao ché nay duoc dac trung boi viée thuc hién tudn tu cac
bude sau 1) lién két goe lien két bao gb6m polyetylen glycol (PEG) véi ving Fe globulin

mién dich, va ii) lién két goc lién két, dugc lién két voi vung Fe globulin mién dich, voi
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dugc chat (vi du polypeptit hodc protein ¢6 hoat tinh sinh 1y). Ttre 1a, phuong phép bao
ché nay duogc ddc trung bémg cach thuc hién cac budc theo thu tu cu thé, tire 1a thuc hién
bude the nhét 1a bude bao ché hop chat trung gian bang céach lién két gbe lién két bao
g6m PEG vdi ving Fe globulin mién dich, sau do thuc hién budc thu hai la bude lién két
duoc chat voi hop chat trung gian nay. Theo cach khéac, phuong phap bao ché theo sang
ché cing ¢o thé duoc thuc hién chi bmeg budc thtr hai la budc bao ché thé tiép hop duoc
chét tac dung kéo dai thong qua phan ung gitra hop chét trung gian nay hodc ché pham
bao ché thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai chira hop chét nay va duoc chat, ma
khong thuc hién bude tha nhat, khong chi giéi han ¢ cac phuong an nay. Phuong phap

bao ché nay co thé duge goi la “phuong phap bao ché theo thir ty nguoce” trong sang ché.

Theo sang ché, trong truong hop cua phuong phap bao ché thé tiép hop duoc chat
tac dung keo dai dugc thuc hién bang budc bao ché hop chat trung gian thu nhat, sau dé
lién két hop chat trung gian véi duge chét, thi cac budc tinh ché bang phuong phép siéu
loc/loc tudn hoan co pha loang va phuong phap sdc ky tuong tac ky nudc co thé duoc bo
qua va da kiém chung duoc ring thé tiép hop dugce chét tac dung kéo dai co thé duoc bao

ché vai hiéu suat cao mac du cac bude tinh ché nay dugc bo qua.

Theo phuong phap bao ché thong thuong trong do gbc lien két trudce tién dugc lién
két voi polypeptit co hoat tinh sinh 1y, sau do lién két voi ving Fe globulin mién dich ma
khong bao ché hop chét trung gian, khi géc lien két duoc lién két v6i polypeptit co hoat
tinh sinh 1y (vi du polyetylen glycol) dugc lién két voi viung Fe globulin mién dich, thi
budc siéu loc/loc tuan hoan ¢ pha loang la can thiét dudi dang budc phan tach sau khi
gbe lién két duoc lién két v&i polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y va trude khi hop chét dugc
lién két nay duoc lién két vai vung Fe globulin mién dich dé giam nguy co két tu o thé
xudt hién do cac diéu kién do pH thap (d6 pH khoang 3,0) cua dung dich dém can bang
va dung dich dém rua giai duoc su dung dé tinh ché géc lien két duoc lién két véi
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly va didu chinh cac diéu kién do pH cho phan tng su dung
dung dich dém thich hop. Ngugc lai, trong phuong phéap bao ché theo sang ché trong d6
hop chét trung gian nay dugc bao ché bang cach lién két goc lien két voi ving Fc
globulin mién dich trude tién, do pH cua dung dich dém duoc su dung dé tinh ché géc
lien két duoc lién két voi vang Fe globulin mién dich 1a tuong déi cao, do do budc siéu

loc/loc tuan hoan c6 pha loang ¢ thé duoc bo qua. sau do budc lién ket goc lién két dugce
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lién két vai ving Fe globulin mién dich véi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly ¢6 the duoc

thuc hién.

Do do, trong phuong phap bao ché theo sang ché, bude siéu loc/loc tudn hoan cé
pha lodng ¢ thé khong duge thuc hién sau budc bao ché ving Fc globulin mién dich
duoc lién két mono-PEG, nhung sang ché khong chi gidi han & cac phuong 4an nay.
Trong phuong phéap bao ché thé tiép hop duge chét tac dung kéo dai theo sang ché, do pH
cua dung dich dugc su dung dé tinh chévung Fc globulin mién dich dugc lién két mono-
PEG khong khac biét dang ké voi do pH cua dung dich duge st dung dé phan tng tiép
theo khién cho bude lién két véi duge chét ¢6 thé duoc thuc hién ma khong can thuc hién
bude siéu loc/loc tudn hoan c¢é pha lodng. Bang cach bo qua budc siéu loc/loc tuan hoan
¢6 pha loang. nguy co hinh thanh cac tap chat két tu trong budc ¢o ¢d thé dugc giam va
phuong phap bao ché co thé dugc don gian hoa dé giam chi phi trong trudng hop phuong

phap nay duoc thuong mai hoa.

Hon ntra, phuong phap bao ché theo sang ché co thé con bao gébm budc tinh ché
thé tiép hop bang phuong phip sac ky tuong tac ky nudc, khong chi gi¢i han ¢ céac

phuong an nay.

Cu thé, bude sic ky tuong tac ky nudc co thé duoc thuc hién chi mot lan hoac
nhiéu hon mét 1an theo dac tinh cta duoc chét cua thé tiép hop duoc chét tac dung kéo

dai va loai va kich c& cua goc lién két.

Theo phuong phép bao ché theo sang ché. khong chi luong cua duoc chat dat tién
¢6 thé duoce giam ma ca luong cua cac vung Fe globulin mién dich chua phan tmg ciing
¢6 thé duoc giam, sao cho toan bo hodc mot phén budc tinh ché bang phu'ong phap sic
ky twong tac ky nudc co thé duoc bo qua dé thu duge cac tac dung gidm nguyén liéu tho
cin thiét dé bao ché thé tiép hop dugc chit tac dung kéo dai va chi phi dé thuc hién

phuong phéap nay so véi phuong phap thong thuong.

Trong khi do, mac du bude siéu loc/loc tuan hoan c¢6 pha loang va budc sac ky
tuong tac ky nudce, duge thuc hién trong phuong phap thong thuong dé bao ché thé tiép
hop duoc chét tac dung kéo dai, dugc bo qua chi mot budce tinh ché cudi cung (vi du mot
chu ky cua phuong phéap sac ky tuong tac ky nudc) duge thuc hién trong phuong phép
bao ché theo sang ché, co loi 1a do tinh khiét cua thé tiép hop cudi cung duge bao ché

bang phuong phap theo sang ché duge duy tri twong duong v6i do tinh khiét cua thé tiép
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hop cudi cung dugc bao ché bang phuong phap bao ché thong thuong. Tac 13, theo
phuong phap bao ché theo sang ché, do tinh khiét cudi cung c6 thé duge duy tri mic du
mot sb6 budce tinh ché duoc bo qua sao cho nang suét cua thé tiép hop dugc chét tac dung

kéo dai ¢o thé dugc cai thién.

Do tinh khiét ctia thé tiép hop duoc chit tac dung kéo dai theo sang ché cé thé
duoc do bang phuong phap bat ky da biét trong linh vuc nay va vi du vé phuong phap
nay co thé la phuong phap SE-HPLC, phuong phap RP-HPLC, va phuong phép [E-
HPLC, khong chi gidi han ¢ cdc phuong an nay.

Theo phuong phap bao ché theo sang ché, do tinh khiét cudi ciing cua thé tiép hop
duoc chét tac dung kéo dai ¢6 thé bang 90% hodc cao hon, cu the, 91%, 92%, 93%, 94%,

95%, 96%, 97%., 98%, hodc 99% hodc cao hon, khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Trong khi do, trong phuong phéap bao ché theo sang ché, ving Fc globulin mién
dich duoc lién két mono-PEG duoc bao ché trudce tién, sau do lién két v6i polypeptit co
hoat tinh sinh ly, sao cho thé tiép hop duoc chét tac dung kéo dai ¢o thé dugc bao ché voi
hiéu sudt cao hon so v6i phuong phap thong thuong dudi goc do khong chi polypeptit co

hoat tinh sinh Iy ma ca vung Fc globulin mién dich.

Theo mot phuong an cua sang ché, da kiém chung duogc réng hiéu suét cua thé tiép
hop dugc chat tac dung kéo dai duoc bao ché bang phuong phép bao ché theo sang ché
cao gép hai 1an hodc cao hon so v6i hiéu suét cua thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai
duoc bao ché bang phuong phap thong thudng.

Cu thé. phuong phéap bao ché theo sang ché dé cap dén phuong phap bao ché thé
tiép hop dugc chét tac dung kéo dai bao gdm budce bao ché thé tiép hop bang céach lién
két vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG, dugc bao ché bang cach lién
két gbe lien két 6 cong thire 3 v6i dau tan cting N cta ving Fe globulin mién dich chira
trinh tu ban 18, véi duge chat (polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y:

Cong thtc 3

CHO-L1-(OCH,CH,),O0-L2-R

Trong cong thuc 3,

L1 la C,-C4 alkylen mach théng hoac mach nhénh;
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L2 la -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hodc -b1-COO-b2-, va al, a2, bl, va b2 doc lap voi nhau la C-Cq alkylen mach théng

hodac mach nhanh;
n ndm trong khoang tir 10 dén 2400; va

R la gbc bat ky dugc chon tr nhom bao gébm 2,5-dioxopyrolidinyl, 2,5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, C4-Cy aryl disulfua. Cs-Cy heteroaryl disulfua, vinyl
sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, thioeste, va dan xuét

cua chung, khong chi giéi han ¢ cdc phuong an nay.
Cu thé hon,

phuong phap bao ché nay co thé bao gbém: bude bao ché vung Fc globulin mién
dich duoc lién két mono-PEG bang cach lién két gbc lién két c6 cong thuc 3 véi dau tan
cung N cua vung Fc globulin mién dich; va bude bao ché thé tiép hop bang céch lién két
gbe lién két cua vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG duoc bao ché trong

budc mo ta néu trén voi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly, hoac

phuong phéap bao ché nay co thé bao gbém: bude bao ché vung Fc globulin mién
dich duoc lién két mono-PEG bang cach lién két goc lién két co cong thire 3 voi dau tan
cung N cua vung Fc globulin mién dich; bude tinh ché ving Fc globulin mién dich duoc
lién két mono-PEG duoc bao ché trong budc md ta néu trén bang phuong phap sac ky
trao d6i anion trong dung dich dém c6 do pH nam trong khoang tr 6,0 dén 8,5, do pH
nam trong khoang tur 6,0 dén 8,0, do pH nam trong khoang tir 6,0 dén 7,5, do pH nam
trong khodang tur 6,0 dén 7,0, d6 pH nam trong khoang tur 6,1 dén 6.9, do6 pH nam trong
khoang tir 6.2 dén 6,8, hodc do pH nim trong khoang tir 6,3 dén 6,7; va budc bao ché the
tiép hop bang cach lien két gc lien két cua vung Fe globulin mién dich duoc lién két
mono-PEG duoc tinh ché trong budec mo td néu trén v&i polypeptit co hoat tinh sinh 1y,

khong chi gioi han ¢ cac phuong an nay.
Ngoai ra, trong phuong phap bao ché theo sang ché,

(i) vung Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG c6 thé dugc bao ché bang
cach lién két goc lién két cua cong thirc 3 voi dau tan cung N cua vang Fe globulin mién
dich trong su ¢d mdt cua chét khu ¢ do pH nam trong khoang tr 4,0 dén 8.0, d6 pH nam

trong khoang tur 4,5 dén 7.5, do pH nam trong khoang tur 5,5 dén 7.5, d6 pH nam trong
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khoang tir 5,6 dén 7.4, do pH nam trong khoang tur 5,7 dén 7,3 hoac do pH nam trong
khoang tur 5.8 dén 7.2; va/hoac

(ii) thé tiép hop co thé duoc bao ché bang cach lién két gbc lien két cua ving Fc
globulin mién dich duoc lién két mono-PEG voi polypeptit ¢ hoat tinh sinh ly ¢ do pH
nam trong khoang tur 5,5 dén 8.0, do pH nam trong khoang tir 6,0 dén 7,5, hoic do pH

nam trong khoang tlr 6.5 dén 7,5, khong chi gioi han ¢ cac phuong an nay.

Ngoai ra, budc bao ché thé tiép hop theo phuong phap bao ché theo sang ché c6
thé duoc thuc hién bang cach cho polypeptit c6 hoat tinh sinh ly phan Gmg ¢ lugng tuong
duong hodac cao hon lugng cua vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG, va
cu thé, ty 1é mol cua ving Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG : polypeptit co
hoat tinh sinh ly c6 thé nam trong khoang tir 1:1 dén 1:10, nam trong khoang tir 1:1 dén
1.7, nam trong khoang tur 1:1 dén 1:5, hodc nam trong khoang tur 1:1 dén 1:3, khong chi

gi6i han ¢ cac phuong an nay.

Thuét nglr “vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG” dugc st dung
trong ban mo ta dé chi chét trung gian dugc bao ché ¢ thoi diém gitta cua phuong phap
bao ché thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai theo sang ché trong d6 mot gbe lién két
bao gébm mot polyetylen glycol duoc lién két v6i ving Fe globulin mién dich. Tuc la,
theo sang ché, thuat ngt “vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG”, “hop
chat trung gian™ hoac “chét trung gian” c6 thé duoc su dung thay thé cho nhau.

Theo sang ché, ving Fc globulin mién dich c6 thé 1a viing Fc globulin mién dich
¢6 ngudn goc tr [gG1, 1gG2, 1gG3, hode 1gG4, khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Ngoai ra, vung Fc globulin mién dich ¢ thé 1a ving Fc globulin mién dich chia
trinh tu ban 1& dugc cai bién dé bao gom chi mot gbe cystein bang cach loai bo mot phan
cua trinh tu axit amin dudi day, va cu thé, trinh tu ban 1é ¢6 thé bao gém trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ 1D NO.8 (Ser-Cys-Pro) or SEQ ID NO.9 (Pro-Ser-Cys-Pro),
khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro (SEQ ID NO.7).

Thudt nglt “thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai” dugc su dung trong ban mo

ta dé chi thé tiép hop duoc chét c6 cau truc trong dé dugc chét (polypeptit c6 hoat tinh

sinh 1y) ¢6 hoat tinh dugc ly trong co thé duoc lién két véi ving Fe globulin mién dich
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thong qua goc lién két va thoi gian ban thai duge gia tang. Theo cac muc dich cua sang
ché, thé tiép hop duoc chét tac dung kéo dai co thé 1a thé tiép hgp trong d6 hop chét trung
gian hodc ving Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG duoc lién két voi dugce

chat, khong chi gidi han & cac phuong 4n nay.

Cu thé, duogc chét khong bi gidi han o cac hop chit cu thé mién 1a duoc chét ¢6 tac
dung phong ngtra, diéu tri, hoac lam giam bénh nhét dinh va co thé 1a protein, enzym,
khang thé, hop chat, hoac cac duoc chét tuong tu ¢6 trong tu nhién hodc khong c6 trong
tu nhién. Cu thé hon, duoc chét co thé 1a polypeptit hodc protein ¢6 hoat tinh sinh ly,
tham chi cu thé hon, polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy ¢ thé 1a peptit twong tu glucagon-1
(GLP-1). yéu td kich thich tang sinh bach cau hat (G-CSF), hormon sinh truéng cua
ngudi (hGH), erythropoietin (EPO), glucagon, insulin, hormon giai phong hormon sinh
truong, peptit giai phong hormon sinh trudng, interferon, thu thé int}erferon, thu thé lién
hop voi protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein gin két interleukin,
protein gan két xytokin, yéu t6 hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu t6 té bao B,
yéu t6 té bao T, protein A, chét e ché di tmg, glycoprotein hoai tu té bao, immunotoxin,
lymphotoxin, yéu té hoai tir khéi u, chét kim ham khéi u, yéu t6 phét trién sy di can, o-1
antitrypsin, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin dugc glycosyl hoa o
muc cao, angiopoietin, hemoglobin, thrombin, peptit hoat hoa thu thé thrombin,
thrombomodulin, yéu td dong mau VII. yéu td dong mau Vlla, yéu t6 dong méu VIII, yéu
t6 dong mau IX. yéu t6 dong mau XIII, yéu t6 hoat hoa plasminogen, peptit gan két
fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C, protein phan ung C, chat uc ché lenin,
chét tc ché colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu td sinh trudng co ngudn goc tir
tiéu cau, yéu to sinh truéng biéu mo, yéu t6 sinh truéng biéu bi, angiostatin, angiotensin,
yéu t6 sinh truong xuong. protein kich thich tao xuong, calcitonin, atriopeptin, yéu t6 tao
sun, elcatonin, yéu td hoat hoa mo lién két, chat uc ché qua trinh cua yéu & mo, hormon
kich thich nang, hormon tao hoang thé, hormon giai phong hormon tao hoang thé, yéu t6
sinh truong ddy than kinh, hormon tuyén cén giap, relaxin, secretin, somatomedin, yéu to
sinh truong tuong tu insulin, hormon vo tuyén thuong than, cholecystokinin, polypeptit
tuyén tuy, peptit giai phong gastrin, yéu té giai phong corticotropin, hormon kich thich
tuyén gidp, autotaxin. lactoferrin, myostatin, incretins, polypeptit tc ché da day (GIP),
chit chu van dac hiéu kép GLP-1/GIP. chit chu van dac hiéu dong thoi GLP-

1/GIP/Glucagon, khéang nguyén bé mit té bao, khang nguyén vacxin co ngudn gdc tur
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virut, khang thé don dong, khang thé da dong, va manh khéng thé, nhung khong chi giGi
han ¢ cac phuong an nay. Cu thé hon, polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y ¢6 thé 14 or a analog
cua no, glucagon, hoac chét tuong tu cua chiing, khong chi gidi han & cac phuong 4n nay.
Tham chi cu thé hon, polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢6 thé bao gém, cau thanh chu yéu
tu, hoac cAu thanh tir mot trong s cac trinh tu axit amin SEQ ID NO.1 dén SEQ ID

NO.6, khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Ngoai ra, bién thé, dan xuét, va manh bat ky cta polypeptit c6 hoat tinh sinh ly

cling nam trong pham vi cua sang ché.

Thuét nglr “bién thé” dugce str dung trong ban mo ta dé chi peptit c6 trinh tu axit
amin trong dé mot hoac nhiéu axit amin khac vdi mot hodc nhiéu axit amin cua
polypeptit nguyén thé c6 hoat tinh sinh ly trong khi van co6 churc nang tuong tu nhu chirc
nang cua polypeptit nguyén thé ¢6 hoat tinh sinh 1y, va bién thé c6 thé dugc bao ché bang
dot bién thay thé, bo sung, loai bo, cai bién hodc to hop bat ky cua mot sb axit amin cua

trinh tu axit amin cua polypeptit nguyén thé ¢ hoat tinh sinh ly.

Thuat ngit “dan xudt” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi peptit, chét tuong tu
peptit, hodc peptidomimetic dugc bao ché bang cai bién mot hodc nhiéu axit amin cta
polypeptit nguyén thé ¢6 hoat tinh sinh ly bang cach bé sung, loai bo, hodc thay thé dé co

hoat tinh tuong tu nhu hoat tinh cua polypeptit nguyén thé ¢o hoat tinh sinh ly.

Thuat nglt “manh™ dugc s dung trong ban mo ta dé chi dang dugc bao ché bang
cach b6 sung/loai bo mdt hodc nhiéu axit amin vao/ra khoi dau tan cung N hoac dau tan
cung C, va axit amin dugc bd sung vao c6 thé la axit amin bat ky khong c6 trong tu nhién

(vi du D-axit amin).

Phuong phép bao ché bién thé, dan xuat va manh cta polypeptit ¢ hoat tinh sinh
ly ¢6 thé duge st dung riéng hodc két hop. Vi du, polypeptit c6 hoat tinh sinh ly bat ky
¢6 mot hodc nhiéu axit amin khac trong trinh ty axit amin va qua trinh khir amin héa cta
g axit amin & dau tan cung N ¢6 thé duogc bao gbm trong do.

Dén xuét cta polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y bao g6m dang tuong duong sinh hoc
va dang sinh hoc t6t hon. Vi du, lién quan dén dang tuong duong sinh hoc, dang tuong
duong sinh hoc c6 thé 1a enzym tuong duong sinh hoc bét ky c6 san trong thé tiép hop

duoc chat tac dung kéo dai theo sang ché mac du c6 su khac biét gitta enzym da biét va

-31-



37734

vat chu dé biéu hién no. su khac biét vé dac tinh glycosyl hoa va muc do cta no, va sy
khic biét vé muc do thay thé trong gde axit amin cu thé cua enzym tuong Umg theo trinh
tu chuan trong d6 murc do thay thé khong phai 1a thay thé 100%. Polypeptit c6 hoat tinh
sinh ly va bién thé, dan xuét va manh cua no co thé duoc san xudt tir té bao dong vat,
E. coli, nam men, té bao con trung, té bao thuc vat, dong vat séng, va cac sinh vat tuong
tu bang phuong phap tai t6 hop gen. cdc phuong phap san xuat khong bi gioi han cu the,
va polypeptit c6 hoat tinh sinh ly bét k¥ ¢6 ban trén thi truong, va bién thé, dan xuat, va

manh cua né cing c¢é thé duge su dung.

Ngoai ra, polypeptit co hoat tinh sinh ly, va bién thé, dan xuat va manh cua no co
thé bao gdm trinh tu axit amin c6 do tuong ddng it nhat bang 80%, cu thé, it nhat bang
90%. cu thé hon, it nhat bang 91%. 92%, 93%, 94%. 95%, 96%., 97%, 98%., hodc 99%,
va polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, va bién thé, dan xudt va manh cta n6 ¢6 thé duoe thu
nhan tor vi sinh vét bang phuong phép tai t6 hop gen hodc c6 ban trén thi truong, khong

chi gi¢i han o cac phuong an nay.

Thudt ngr “do tuong dong” duoc st dung trong ban mo ta dé chi do tuong dong
gilra céc trinh tu axit amin cua protein thé dai hoac cac trinh tu nucleotit ma hoa ching va
bao gdom do tuong dong trinh tu véi trinh ty axit amin hodc trinh tu nucleotit theo sang
ché theo ty 18 phan tram md ta néu trén hodc cao hon. Do tuong dong ¢6 thé duoc xac
dinh bang cach so sanh cac trinh tu thong qua quan sat bang mat thuong nhung cling ¢6
thé duoc xac dinh bang cach su dung thuat toan tin sinh hoc, dé thu duoc két qua phan
tich v& muc do tuong dong bang cach sap thang hang cac trinh tu duoc so sanh. D9 tuong
d@)ng gitra hai trinh tu axit amin ¢o thé biéu dién theo ty 1¢ phén tram. Cac thuat toan tu
dong hitu ich ¢6 thé duoc st dung trong GAP, BESTFIT, FASTA, va mé-dun phén mem
méy tinh TFASTA cua Wisconsin Genetics Software Package (Genetics Computer
Group, Madison, WI, USA). Cac thuét toan sap thang hang trinh tu tu dong trong mo-dun
bao gdm thuét todn Needleman & Wunsch, thuat toan Pearson & Lipman, va thuat toan
Smith & Waterman. Cac thuét toan hitu ich khac va phuong phap xac dinh do tuong
d@)ng trén co so sép théng hang trinh tu dugc tu dong hoa trong phf?m mém, nhu FASTP,
BLAST, BLAST2, PSIBLAST, va CLUSTAL W.
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Théng tin vé trinh tu cta polypeptit c6 hoat tinh sinh ly, va bién thé, dan xuét va
manh cua no, va cac trinh tu nucleotit ma héa chung cé thé thu dugc tir co s¢ dir lidu da

biét ciia Ngan hang gen NCBI, hodc cac co so dir liéu tuong tu.

Céc axit amin duoc thé hodc duoc bd sung vao co thé khong chi 1a 20 axit amin
thuong co trong protein ctia ngudi ma con ca cac axit amin khong c6 trong tu nhién hoac
khong dién hinh. Cac axit amin khong dién hinh c¢6 thé duoc mua tir cac nha cung cap
thuong mai bao gdm Sigma-Aldrich, ChemPep Inc. va Genzym pharmaceuticals. Céc
peptit bao gdm cac axit amin nay va cdc trinh tu peptit dién hinh c6 thé dugc tong hop va
mua tir cac nha cung cap thuong mai, vi du American Peptide Company, Bachem (USA)

hodc Anygen (Korea).

Ngoai ra, polypeptit cé hoat tinh sinh ly, va bién thé, dan xudt va manh cua no

theo sang ché ¢ thé o dang bién doi trong do dau tan cung N va/hodc dau tan cung C
uoc cai bién hoa hoc hodc bao vé b?mg cac nhom hitu co, hoac cac axit amin co thé
duoc bo sung vao cac dau tan clng cua peptit, dé bao vé khoi proteaza in vivo trong khi

lam tang do 6n dinh cua no.

Cu thé, do dau tan cung N va dau tan cung C cua cac peptit t6ng hop hoa hoc
mang dién, nén dau tan cung N ¢o thé duogc axetyl hoa va/hodc dau tan cung C co thé
duoc amit hoa dé loai bo dién tich, nhung sang ché khong chi giéi han ¢ cac phuong an
nay.

Ngoai ra, peptit theo sang ché bao gém toan bd cac dang cua chinh peptit, muoi
cua n6 (vi du mudi duge dung cua peptit), hodc solvat ctia nd. Hon nira, peptit ¢o thé ¢
dang dugc dung bét ky.

Loai cua mudi khong bi giéi han cu thé. Tuy nhién, t6t hon néu mudi ¢ dang an
toan va htru hiéu cho dbi twong, vi du dong vét ¢ va, khong chi gidi han ¢ cac phuong
an nay.

Thuat ngt “solvat” dugc st dung trong ban mo ta dé chi phtic hop cua peptit theo
sang ché hoac mudi ctia nd va phan tr dung moi.

Mic du duge mé ta 1a “peptit cdu thanh tir SEQ 1D NO cu thé” theo sdng ché,
nhung thuat ngu nay khong loai trir dot bién c6 thé xudt hién tu nhién hodc bf'mg cach bd

sung trinh tu vd nghia vao phia trugc hodc phia sau trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
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ID NO. hoac dot bién lan cua no, mién la peptit nay c6 hoat tinh tuong tu hoac tuong
duong véi hoat tinh cua peptit cAu thanh tr trinh tu axit amin na, va tham chi khi dot bién

hodc dot bién bo sung trinh tw nhu vdy c¢d mat, rd rang ndm trong pham vi cua sang ché.

Phuong phap bao ché thé tiép hop duoc chét tac dung kéo dai theo sang ché ¢ thé
la phuong phap bao ché thé tiép hop trong dé polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly duoc lién két
voi ving Fe globulin mién dich thong qua gbe lién két, khong chi giéi han ¢ cac phuong
an nay.

Theo séng ché, lién két gitra goe lién két va ving Fc globulin mién dich c6 thé
duoc tao ra boi lién két cong hoa tri hoac lién két khong cong hoa tri gilta mot dau cua
gbe lién két va dau tan cling N cua vung Fc globulin mién dich, nhung vi tri lién két hodc
phuong phap lién két khong bi gidi han cu thé. Cu thé, vang Fe globulin mién dich dugc
lien két mono-PEG ¢6 thé duoc bao ché bang cach lién két prolin ¢ dau tan cung N cua
ving Fc globulin mién dich véi nhém -CHO cua gbe lién két, khong chi gii han ¢ cac

phuong an nay.

Theo sang ché, géc lien két co thé co cong thic 4, khong chi gidi han o cac

phuong an nay:

Cong thuc 4

p==te

Trong cong thuc 4, n nam trong khoang tir 200 dén 250.

Ngoal ra, gbe lien két c6 thé c6 kich nam trong khoang tur 1 kDa dén 200 kDa,
nam trong khoang tr 1 kDa dén 150 kDa, nam trong khoang tr 1 kDa dén 100 kDa, ndm
trong khoang tir 1 kDa dén 50 kDa, hodc nam trong khoang tur 1 kDa dén 10 kDa, khong

chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Ving Fe globulin mién dich dugc lién két mono-PEG c¢6 thé c¢o cong thic 2,

khéng chi gi¢i han o cac phuong an nay.

Cong thuc 2
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Hrje

LR T ETh

Phuong phap bao ché theo séng ché ¢6 thé duoc thuc hién béng cach lién két
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly véi mot dau cua vung Fe globulin mién dich dugc lién két
mono-PEG c¢6 ¢d cong thire 2, khong chi gidgi han ¢ cac phuong an nay.

Ngoai ra, dau con lai cua géc lien két khong dugc lién két vai véi ving Fc
globulin mién dich ¢6 thé duoc lién két véi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y, cu thé, nhom -
SH hoac axit amin chira nhom -SH, hodc cystein cua polypeptit c6 hoat tinh sinh ly,

khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Theo séng ché, thé tiép hop duoc chét tac dung kéo dai co thé c6 cong thic 5

below, khong chi gidi han ¢ cac phuong an nay.

Cong thuc 5

Cong thac 5 thé hién céu trtc trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y, gbe lign két,
va vung Fe globulin mién dich dugc lién két tudn tu tir bén trai, khong chi gidi han ¢ cac

phuong én nay.
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Khi thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai dugc bao ché theo phuong phap bao
ché theo sang ché trong do ving Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG dugc
bao ché trude tién va lién két v6i polypeptit ¢ hoat tinh sinh ly, da kiém chimg duoc
rang do tinh khiét cua thé tiép hop cudi cung co thé duoc duy tri véi hidu suat cao hon so
v&i phuong phéap bao ché thong thuong mac du budc siéu loc/loc tuan hoan ¢6 pha lodng
va budce sic ky tuong tac ky nude duge bo qua chi mot bude tinh ché cudi cling (vi du
mot chu ky cua phuong phap sac ky tuong tac ky nudc) duoc thuc hién trong phuong

phép bao ché theo sang ché.

Séang ché cling dé cap dén thé tiép hop duogc chét tac dung kéo dai duge bao ché

bang phuong phdp mé ta néu trén.

Do thé tiép hop dugc chit tac dung kéo dai duge bao ché bang phuong phap bao
ché theo sang ché co thoi gian ban thai dai hon so véi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly
khong dugc lién két vai gde lién két hodc vung Fc globulin mién dich, nén co thé thu
duoc cac tac dung co loi lién quan dén bao ché duoc chat.

Thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai duge bao ché bang phuong phap bao ché
theo sang ché co thé duoc str dung trong bao ché duoc chét hodac ché pham dé phong
ngira, diéu tri, va lam giam bénh.

Vi du thuce hién sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon thong qua cac vi du sau. Tuy nhién, cac vi du
nay chi nhdm muc dich minh hoa cht khong gidi han pham vi clia séng ché.

Vi du so sanh: Bao ché thé tiép hop bang cich lién két PEGylated Polypeptit ¢o
hoat tinh sinh ly véi vung Fc globulin mién dich

Polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y dugc lién két PEG duoc lién két voi ving Fe
globulin mién dich dé bao ché thé tiép hop tdc dung kéo dai.

Vi du so sanh 1: Bao ché thé tiép hop bang cach lién két chét twong tu chét chu
van ddc hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 duge lién két PEG véi ving Fe globulin
mién dich

Dé lién két PEG polypeptit c6 hoat tinh sinh ly (chét tuong tu chit chu van dac
hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1, SEQ ID NO.1) ¢ gbc cystein (nhém -SH), chat

tuong tu chat chi van dic hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 duge cho phan tmg voi
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gbe lién két chira PEG (maleimit-10 kDa-PEG-aldehyt) (cong thuc 4) trong khoang 1 gi¢
O ty 1€ mol nam trong khoang tu 1:1,0 dén 1:1,3 vdi 11611g do chat tuong tu chét chu van
dac hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 khoang 3g/L. Cu thé, phan tmg dugc thuc
hién trong dung dich dém Tris 50mM chtra isopropanol (d6 pH bang 7.5, 6°C £ 4°C). bé
thu duoc chét tuong tu chit chu van dac hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 duoc lién
két mono-PEG, dung dich phan tmg duoc pha lodng bang dung dich dém can bang chua
natri xitrat va etanol dén tong thé tich bang 20 1an va tinh ché. V& vén dé nay, chat tuong
tuw chdt chu van dac hidu ddng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 dugc lién két mono-PEG
duoc tinh ché bang cot hiéu nang cao SP (GE Healthcare, sdc ky trao doi cation) bang
cach su dung dung dich chua natri xitrat va etanol va gradien nong do kali clorua. Sau khi
dung dich tinh ché chra chat tuong tu chat chu van dic hiéu dong thoi GLP-
1/GIP/Glucagon 1 dugc lién két PEG duoc pha loang bé‘mg nude, dung dich dém duoc
thay bang dung dich kali phosphat 0,1M thong qua siéu loc/loc tuan hoan cé pha loang
(UF/DF), sau dé ¢o dé thu hdi hop chét thu duge 6 ndng do cudi cing khoang 3g/L hodc

cao hon.

Chét tuong tu chit chu van dac hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 duoc lién
két mono-PEG duoc bao ché nhu mo ta néu trén duoc lién két voi vung Fc globulin mién

dich dé bao ché thé tiép hop tac dung kéo dai nhu sau.

Dé lien két nhom aldehyt cuia PEG cua chét tuong tu chét chu van dac hiéu dong
thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 duoc lién két mono-PEG véi dau tan cung amin cua ving Fc
globulin mién dich, chét tuong tu chit chu vén dac hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon
I duoc lién két mono-PEG duoc cho phan ung véi vang Fe globulin mién dich ¢ tv 1€
mol nim trong khoang tir 1:2 ¢ nhiét do 6°C +4°C trong khoang 12 gio vdi nong do
protein t6ng sd (chat tuong tu chéat chu van dac hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 va

ving Fe globulin mién dich) bang 30g/L.

Dé phan lap va loai b cac ving Fc globulin mién dich chua phan tng sau phan
ung lién két, dung dich phan Gmg dugc tinh ché bang cach sur dung cot Butyl 4 Fast Flow
(GE Healthcare. phuong phap sac ky tuong tac ky nude). Trong truong hop nay. dung
dich dém Tris va natri clorua dugc bd sung vao dung dich phan ung, va dung dich phan
Ung dugc tinh ché bang cach su dung dung dich chtta Bis-Tris va gradien nong do natri

clorua.
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Sau d6, bang cach su dung cot Source 151SO (GE Healthcare), phuong phap sac
ky tuwong tac ky nude duoc thuc hién. Cac san phém phu duoc loai bo bé’mg quy trinh nay,
va thé tiép hop ving Fc globulin mién dich-PEG-chua gbe lién két-chat tuong tu chat chu
van dac hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 dugc bao ché. Trong truong hop nay,
budc tinh ché duoc thuc hién béng cach su dung dung dich dém chtra natri xitrat va

gradien nong dd amonin sulfat.

Vi du so sanh 2: Bao ché thé tiép hop bang céach lién két chét tuong tu glucagon 1

duoc lién két PEG v6i ving Fe globulin mién dich

Dé lién két PEG polypeptit c6 hoat tinh sinh ly (chét tuong tu glucagon 1, SEQ ID
NO.4) ¢ gbe cystein (nhom -SH), chét tuong tu glucagon 1 dugc cho phan Ung voi gbe
lién két chira PEG (maleimit-10 kDa-PEG-aldehyt) (cong thtc 1) trong khoang 1 gio ¢ ty
16 mol ndm trong khoang tur 1:1,3 véi ndng do6 chét twong tu glucagon 1 bang 3g/L. Cu
thé, phan tmg duoc thuc hién trong dung dich dém Tris 50mM chira isopropanol (d6 pH
béng 7.3). Bé thu duoc chét tuong tu glucagon 1 duogc lién két mono-PEG, dung dich
phan ing duoc pha loang bang dung dich dém cén bang chira natri xitrat va etanol dén
tong thé tich bang 20 lAn va tinh ché. V& vén dé nay, chat tuong tu glucagon 1 duoc lién
két mono-PEG duoc tinh ché bé’mg ¢Ot hiéu nang cao SP (GE Healthcare, sdc ky trao doi
cation) bang cach su dung dung dich chua natri xitrat va etanol va gradien nong do kali
clorua. Sau khi dung dich tinh ché chua chét tuong tu glucagon 1 dugc lién két PEG
duoc pha lodng bang nude, dung dich dém dugc thay bang dung dich kali phosphat 0,1M
thong qua siéu loc/loc tuan hoan ¢6 pha loang (UF/DF), sau d6 co dé thu hoi hop chat thu

duoc ¢ ndng do cudi ciing bang 3g/L hodc cao hon.

Chét tuong tu glucagon 1 dugc lién két mono-PEG duoc bao ché nhu mé ta néu
trén duoc lién két voi ving Fe globulin mién dich dé bao ché thé tiép hop tac dung kéo

dai nhu sau.

Dé lién két nhom aldehyt cua PEG cua chét tuong tu glucagon 1 dugc lién két
mono-PEG véi ddu tdn cung amin cua viung Fc globulin mién dich, chat tuong tu
glucagon 1 duoc lién két mono-PEG duoc cho phan tng véi ving Fe globulin mién dich
& ty 16 mol nam trong khoang tir 1:5 ¢ nhiét do 6°C + 4°C trong khoang 12 git véi nong

do protein tong s6 (chat tuong tur glucagon 1 va ving Fe globulin mién dich) bang 20g/L.
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Dé phan lap va loai bo cac vung Fe globulin mién dich chua phan ung sau phéan
ung lién két, dung dich phan tng dugc tinh ché bang cach st dung cot Butyl 4 Fast Flow
(GE Healthcare, phuong phap sdc ky tuong tac ky nudc). Trong truong hop nay, dung
dich dém Tris va natri clorua dugc bd sung vao dung dich phan Gng, va dung dich phan
ung duoc tinh ché bang cach st dung dung dich chuBis-Tris va gradien nong do natri

clorua.

Sau d6, bang cach su dung cot Source 15I1SO (GE Healthcare), phuong phap sac
ky tuong tac ky nudc duge thuc hién. Cac san phém phu duoc loai bo bang quy trinh nay,
va thé tiép hop ving Fc globulin mién dich-PEG-chira gbc lién két-chat tuong tu
glucagon | dugc bao ché. Trong trudng hop nay, budc tinh ché duoc thuc hién bang cach

su dung dung dich dém chtra natri xitrat va gradien nong do amonin sulfat.

Céc tac gia sang ché da phat trién phuong phap c6 thé bao ché hitu hidu thé tiép
hop ¢6 do tinh khiét cao bang cach boé qua budc loc mang va budce tinh ché (phuong phap
sac ky tuong tac ky nudce, Butyl 4 Fast Flow) ra khoi quy trinh bao ché thé tiép hop theo
vi du so sanh 1 va vi du so sanh 2 néu trén nhu sau.

Vidu 1: Bao ché vung Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG

Vidu 1-1. Bao ché viing Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG

Pé lién két PEG dau tan cung N cua ving Fc globulin mién dich (49,8 kDa) c6
ving ban 1& ¢o trinh tu Pro-Ser-Cys-Pro ¢ dau tan cung N, ving Fe globulin mién dich
dugc cho phan Ung voi gbe lién két chira PEG (céu tric c6 cong thirc 4, 10 kDa) o ty 1€ 1€
mol (vung Fe globulin mién dich : PEG-chua gbe lién két) bang 1:1 véi ndng do ving Fe
globulin mién dich bang 50g/L ¢ nhiét dd 6°C + 4°C trong khoang 4 gio.

Cong thuc 4

O O
i i
i i ; _—

K NSS— 4 \ ) }

Cu thé, phan Ung duoc thuc hién trong ché phém chtra dung dich dém Bis-Tris

SmM (do pH = 6,5) va kali phosphat, va 10mM NaCNBH; (natri xyanobohydrua) duoc
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b6 sung vao ché pham nay dudi dang chat khur. Dé thu duoc vung Fe globulin mién dich
duoc lién két mono-PEG, dung dich phan Umg dugc pha lodng bang dung dich dém Bis-

Tris va tinh cheé.

Khong giéng nhu phuong phap bao ché theo cac vi du so sanh md td néu trén
trong dé chat tuong tu chét chi van dac hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon va chat
tuong tu glucagon dugc lién két mono-PEG duoc tinh ché bang sic ky trao doi cation,
vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG duogc tinh ché béng cach su dung
cot CaptoQ ImpRes (GE Healthcare, sac ky trao doi anion) bang cach sur dung dung dich

dém Bis-Tris va gradien nong do natri clorua.

Vi du 1-2. Phan tich cdu tric cua vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-

PEG

Vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG duoc bao ché theo vi du 1-1
dugc phan tich céu truc bang thu nghiém MALDI-TOF va lap ban do peptit. Theo két
qua cua thu nghiém MALDI-TOF, hop chat thu dugc gidng hét nhu khéi lugng phan
du kién cua vung Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG (Fig.1), va theo két qua
clia 1ap ban dd peptit, da kiém chung duoc ring trén 90% PEG was PEGylated ¢ dau tén

cung N cua vung Fc globulin mién dich.

Trong khi do, theo két qua cta thir nghiém phan tich vung Fe globulin mién dich
duoc lién két mono-PEG (cong thue 2) duge bao ché theo vi du 1-1 bang cach st dung
cac thu nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va [E-HPLC, d6 tinh khiét duoc kiém chung béng
90% hoic cao hon trong thu nghiém SE-HPLC, 90% hoéc cao hon trong thu nghiém RP-
HPLC, va 80% hodéc cao hon trong thu nghiém IE-HPLC.

Cong thuc 2

TR e 133 RETATRL A
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Vi du 2: Bao ché thé tiép hop bang cach lién két ving Fe globulin mién dich dugc

lién két PEG véi polypeptit ¢o hoat tinh sinh ly

Céc thé tiép hop tac dung kéo dai duge bao ché nhu sau bang cach lién két ving
Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG duoc bao ché theo vi du 1-1 véi cac

peptit co hoat tinh sinh ly khéc nhau.

Khéng gidng nhu phuong phap bao ché theo cac vi du so sanh trong dé polypeptit
c6 hoat tinh sinh ly duoc lién két PEG duoc tinh ché bang sac ky trao doi cation, sau do
trao d6i dung dich dém va c¢6 bang budc siéu loc/loc tudn hoan cé pha loang (UF/DF),
ving Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG duoc cho phan tng véi polypeptit
¢6 hoat tinh sinh 1y théng qua phan tng tiép hop peptit ma khong thuc hién buéde siéu
loc/loc tuan hoan cé pha loang. Céc thé tiép hop tac dung kéo dai duoc bao ché nhu mo
ta néu trén co do tinh khiét cao. do dé mot trong hai chu ky cua phuong phap sac ky
twong tac ky nudce ¢o thé duge bo qua khong giéng nhu phuong phap bao ché theo cac vi

du so sanh.

Vi du 2-1. Bao ché thé tiép hop cua chét twong tu chét chi van dac hiéu dong thoi

GLP-1/GIP/Glucagon 1

Thé tiép hop tac dung kéo dai (ving Fc globulin mién dich-PEG-chua gbe lién
két-chét tuong tu chét chu vén dac hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1) duoc bao ché
thong qua phan tng tiép hop peptit cta chat tuong tu chat chu van dac hiéu dong thoi
GLP-1/GIP/Glucagon 1 (SEQ ID NO.1), sau khi sdc ky trao ddi anion theo vi du 1-1, ma

khéng thuc hién budce siéu loc/loc tuan hoan c¢6 pha loang.

SEQ ID NO.1

Y-Ab-QGTFISDY SKYLD FEKRAK EFVOWLLDHH PSSGQ PPPSC
I

Aib = axit 2Z-aminoisobutyric
Glul6 (mau dé) va Lys20 (mau do) dwgc lién két bang vong Lactam

Vé van dé nay, dé lién két nhém phan tng maleimit & mot dau tan cing cua PEG
cua vung Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG véi chét tuong tu chét chu véan
dac hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1, vung Fc globulin mién dich duoc lién két

mono-PEG duoc cho phan tmg v6i chét tuong tu chét chu vén dac hiéu dong thoi GLP-
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1/GIP/Glucagon 1 ¢ ty 1€ mol nam trong khoang tir 1:1 voi nong do chat tuong tu chét
chu van dac hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 bang 0,2g/L & nhiét do 6°C + 4°C
trong khoang 2 gid. Phan ung dugc thuc hién trong dung dich dém Tris-Cl (6°C + 4°C)
chua isopropanol. Theo két qua cua tht nghiém phan tich hop chét thu dugc sau phan
tmg bang cach st dung céc thit nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va IE-HPLC, d6 tinh khiét
duoc kiém ching bang 90% hodc cao hon trong thu nghiém SE-HPLC, 80% hodc cao
hon trong thtr nghiém RP-HPLC, va 70% hoac cao hon trong thu nghiém IE-HPLC.

Sau d6, hop chat thu dugc sau phan Gng duge xu ly bang phuong phap sac ky
tuong tac ky nudc mot lan béng cach sur dung cot Source 15ISO (GE Healthcare). Cac
san phdm phu dugc loai bo bang quy trinh nay, va thé tiép hop vung Fe globulin mién
dich-PEG-chua géc lien két-chét tuong tu chdt chu van dic hiéu déng thoi GLP-
1/GIP/Glucagon 1 dugc bao ché. Trong truong hop nay, budce tinh ché duoc thuc hién
bang cach su dung dung dich dém chira natri xitrat va gradien nong do amonin sulfat. Da
kiém chung dugc riang higu suét thu duoc theo vi du nay duoc gia ting gép khoang 2 lan
hodc cao hon so véi hi¢u suét theo vi du so sanh 1 véi cung luong cua chét tuong tu chét

chu van dac hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1.

Thé tiép hop vung Fe globulin mién dich-PEG-chtra gbc lién két-chat tuong tu
chét chu van dic hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1 dugc rua giai duge phan tich
béng cac thu nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va [E-HPLC, va d¢ tinh khiét cao duoc kiém
chung do do tinh khiét bé‘mg 90% hoac cao hon trong thu nghiém SE-HPLC, 90% hodéc
cao hon trong thur nghiém RP-HPLC, va 90% hodc cao hon trong thu nghiém IE-HPLC.

Vidu 2-2. Bao ché thé tiép hop cua chét tuong tu chét chu véan dac hiéu déng thoi
GLP-1/GIP/Glucagon 2

Thé tiép hop tac dung kéo dai (vung Fc globulin mién dich-PEG-chira gbc lién
két-cht tuong tu chét chu van déc hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 2) duge bao ché
thong qua phan ung tiép hop peptit cua chét tuong tu chéat chu van dac hiéu dong thoi
GLP-1/GIP/Glucagon 2 (SEQ ID NO.2), sau khi sac ky trao ddi anion theo vi du 1-1, ma

khong thuc hién budc siéu loc/loc tuan hoan cé pha loang.

SEQ ID NO.2
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YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQWLLDHHCSSGQPPPS
—

Glul6 (mau d6) va Lys20 (mau dd) dwoc lién két bang vong Lactam

V& vin dé nay, dé lién két nhom phan Gng maleimit & mot dau tan cung cua PEG
cua vung Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG v&i chat tuong tu chét cha van
dic hiéu ddng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 2, vung Fe globulin mién dich duoc lién két
mono-PEG dugc cho phan ung v6i chét tuong tu chét chu véan dic hiéu déng thoi GLP-
1/GIP/Glucagon 2 ¢ ty 1€ mol ndm trong khoang tir 1:1 véi nong do chit tuong tu chat
chtl van dac hiéu ddng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 2 bang 0,2¢/L ¢ nhiét do 6°C +4°C
trong khoang 2 gio. Phan tng dugc thuc hién trong dung dich dém Tris-Cl (6°C + 4°C)
chtra isopropanol. Theo két qua cua thir nghiém phan tich hop chét thu dugc sau phan
g bang cach st dung cac thu nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va I[E-HPLC, d9 tinh khiét
clia thé tiép hop téc dung kéo dai bao gdm chat tuong tu chit chi van dac hiéu dong thoi
GLP-1/GIP/Glucagon 2 duoc kiém chiing bing 90% hodc cao hon trong thir nghi¢m SE-
HPLC, 80% hodc cao hon trong thu nghiém RP-HPLC, va 70% hodc cao hon trong thu
nghiém [E-HPLC.

Sau do, hop chét thu duoc sau phan ung duge xu ly bang phuong phap sac ky
tuong tac ky nudc mot 1an bang cach st dung cot Source 15ISO (GE Healthcare). Cac
san pham phu dugc loai bo bang quy trinh nay, va vung Fc globulin mién dich-PEG-chira
gbc lien két-chit tuong ty chat chu van déc hiéu ddng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 2
conjugate duoc bao ché. Trong trudong hop nay, budc tinh ché duge thuc hién bang cach
str dung dung dich dém chuta natri Xitrat va gradien noéng do amonin sulfat. Da kiém
chung duoc rang hiéu suét thu duoc theo vi du nay duoc gia tang gép khoang 2 lan hodc
ca0 hon so véi hidu sudt theo vi du so sanh 1 vdi ciing lugng cia chat twong tu chét chu

van dic hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 2.

Thé tiép hop vung Fc globulin mién dich-PEG-chtra gbc lign két-chét tuong tu
chat chu van dic hiéu ddng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 2 dugc rua giai dugc phan tich
bing céc thir nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va [E-HPLC, va do tinh khiét cao duoc kiém
chimg do db tinh khiét bing 90% hodc cao hon trong thir nghiém SE-HPLC, 90% hodc
cao hon trong thir nghiém RP-HPLC, va 80% hodc cao hon trong thur nghiém [E-HPLC.
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Vi du 2-3. Bao ché thé tiép hop cua chét tuong tu chit chu van dac hiéu déng thoi
GLP-1/GIP/Glucagon 3

Thé tiép hop tac dung kéo dai (ving Fc globulin mién dich-PEG-chtra gbc lién
két-chét tuong tu chit chu van déc hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 3) dugc bao ché
thong qua phan Ung tiép hop peptit cta chét tuong tu chét chu van dic hiéu dong thoi
GLP-1/GIP/Glucagon 3 (SEQ ID NO.3), sau khi sdc ky trao doi anion theo vi du 1-1, ma

khong thuc hién bude siéu loc/loc tuan hoan ¢ pha loang.

SEQ ID NO.3

HXOQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVOWLLDHHPSSGQPPPS(
I

Glul6 (mau do6) va Lys20 (mau do) dwoc lién két bang vong Lactam

V& van dé nay, dé lién két nhém phan tmg maleimit & mot dau tan cung cua PEG
cua ving Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG to cysteine cua chat tuong tu
chit chu van dic hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 3, vung Fc globulin mién dich
duoc lién két mono-PEG duoc cho phan tng véi chét tuong tu chit chu van dac hiéu
dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 3 ¢ ty 1& mol nam trong khoang tir 1:1 véi nong do chat
tuong tu cht chu van dac hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 3 bang 0,2g/L & nhiét do
6°C + 4°C trong khoang 2 gio. Phan ung duoc thuc hién trong dung dich dém Tris-Cl
(6°C + 4°C) chura isopropanol. Theo két qua cta thit nghiém phén tich hop chét thu duoc
sau phan Ung béng cach str dung cac thir nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va IE-HPLC, do
tinh khiét duoc kiém chimg bing 90% hodc cao hon trong thu nghiém SE-HPLC, 80%
hodc cao hon trong thtr nghiém RP-HPLC, va 70% hodc cao hon trong thur nghiém IE-
HPLC.

Sau do, hop chét thu duoc sau phan tng duge xu ly bang phuong phép sac ky
tuong tac ky nudc mot lan béng cach su dung cot Source 15ISO (GE Healthcare). Cac
san pham phu duoc loai bo bang quy trinh nay, va ving Fc globulin mién dich-PEG-chira
géc lién két-chat tuong tu chit chu van dac hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 3
conjugate dugc bao ché. Trong trudng hop nay, bude tinh ché duoc thuc hién bang cach
st dung dung dich dém chua natri xitrat va gradien n&lg do amonin sulfat. Da kiém

chimg dugc rang hiéu sut thu duoc theo vi du nay dugc gia tang gap khoang 2 lan hoac
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cao hon so véi hiéu suat theo vi du so sanh 1 véi cung lugng cua chat tuong tu chat chu

vén dic hiéu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon 3.

Thé tiép hop vung Fc globulin mién dich-PEG-chtra gbe lién két-chat tuong tu
chit chu van dac hiéu dong thdi GLP-1/GIP/Glucagon 3 dugc rua giai dugc phan tich
bang céc thir nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va IE-HPLC, va d¢ tinh khiét cao dugce kiém
chung do do tinh khiét béng 90% hodc cao hon trong thur nghiém SE-HPLC, 90% hoac
cao hon trong thir nghiém RP-HPLC, va 90% hodc cao hon trong thu nghiém IE-HPLC.

Vi du 2-4. Bao ché thé tiép hop cua chét tuong tu glucagon 1

Thé tiép hop tac dung kéo dai (ving Fc globulin mién dich-PEG-chtra gbc lién
két-chat tuong tu glucagon 1) dugc bao ché thong qua phan tmg tiép hop peptit cta chat
tuong tu glucagon 1 (SEQ ID NO.4), sau khi sac ky trao doi anion theo vi du 1-1, ma

khoéng thuc hién bude siéu loc/loc tuan hoan c6 pha loang.

SEQ ID NO.4

Y-A1b-QGTFTSDY  SKYLD LKRAL | EFV QWLMNIC
| B
Aib = axit 2-aminoisobutyric
Glul6 (mau do) va Lys20 (mau do) duoc lien két bang vong Lactam

Vé vén dé nay, dé lién két nhom phan tmg maleimit & mot dau tan cling ctia PEG
cua vung Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG vdi chét tuong tu glucagon 1,
ving Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG duoc cho phan ung voi chét tuong
tu glucagon 1 ¢ ty 1€ mol nam trong khoang tir 1:1 véi ndng do chét twong tu glucagon 1
bang 0,2g/L & nhiét do 6°C + 4°C trong khoang 2 gid. Phan ung duoc thuc hién trong
dung dich dém Tris-Cl (6°C + 4°C) chtra isopropanol. Theo két qua cua thu nghiém phan
tich hop chét thu duogc sau phan ung bang cach st dung cic thit nghiém SE-HPLC, RP-
HPLC, va IE-HPLC, d6 tinh khiét cia vung Fc globulin mién dich-PEG-chtra gbc lién
két-chét tuong tu glucagon 1 dugc kiém chtng bang 90% hoac cao hon trong thtr nghiém
SE-HPLC, 70% hodac cao hon trong tht nghiém RP-HPLC, va 70% hodc cao hon trong
tht nghiém [E-HPLC.
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Sau d6, hop chat thu dugc sau phan Gng dugc xu ly bang phuong phap sac ky
tuong tac ky nudc mot lan béng cach st dung cot Source 15ISO (GE Healthcare). Cac
san pham phu duoc loai bo bang quy trinh nay, va thé tiép hop ving Fc globulin mién
dich-PEG-chira gbc lién két-chét tuong tu glucagon 1 duogc bao ché. Trong trudong hop
nay, bude tinh ché duoc thuc hién bang cich str dung dung dich dém chura natri xitrat va
gradien nong do amonin sulfat. Da kiém chimg dugc riang hidu sudt thu duoc theo vi du
nay duoc gia ting gap khoang 1,5 1an hodc cao hon so vai hiéu suat theo vi du so sanh 2

v6i cling luong ctia chat tuong tu glucagon 1.

Thé tiép hop vung Fc globulin mién dich-PEG-chta gbe lién két-chat tuong tu
glucagon 1 duoc rua giai dugc phan tich bang cac thir nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va
[E-HPLC, va do tinh khiét cao duoc kiém chimg do do tinh khiét bang 90% hodc cao hon
trong thit nghiém SE-HPLC, 90% hodac cao hon trong thtr nghiém RP-HPLC, va 90%
hodc cao hon trong thu nghiém [E-HPLC.

Vi du 2-5. Bao ché thé tiép hop ctia chat tuong tu glucagon 2

Thé tiép hop tac dung kéo dai (ving Fc globulin mién dich-PEG-chtia gbc lién
két-chat tuong tu glucagon 2) duge bao ché thong qua phan tmg tiép hop peptit cua chat
tuong tu glucagon 2 (SEQ ID NO.5), sau khi sdc ky trao ddi anion theo vi du 1-1, ma

khong thuc hién budc siéu loc/loc tuan hoan c6 pha lodng.

SEQ ID NO.5

YXQGTFTSDYSKYLDLCRAKEFVQWLMNT
—

Glul6 (mau doé) va Lys20 (mau do) dwoc lién ket bang vong Lactam

V& vén dé nay, dé lién két nhém phan (mg maleimit ¢ mot dau tan cung cua PEG
cua ving Fe globulin mién dich duge lién két mono-PEG véi chét tuong tu glucagon 2,
ving Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG duoc cho phan ung véi chét tuong
tu glucagon 2 ¢ ty 1€ mol nam trong khoang tur 1:1 véi ndng do chat tuong tu glucagon
2bang 0,2g/L. & nhiét do 6°C + 4°C trong khoang 2 gid. Phan ting dugc thuc hién trong
dung dich dém Tris-Cl (6°C + 4°C) chua isopropanol. Theo két qua cta thtr nghiém phan
tich hop chat thu duoc sau phan tng bang cach su dung cac thir nghiém SE-HPLC, RP-
HPLC, va IE-HPLC, d6 tinh khiét ctia ving Fc globulin mién dich-PEG-chtra gbc lién
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két-chat twong tu glucagon 2 dugc kiém chimg bang 90% hodc cao hon trong thir nghiém
SE-HPLC, 70% hodac cao hon trong thtr nghiém RP-HPLC, va 70% hoac cao hon trong
thu nghiém IE-HPLC.

Sau d6, hop chét thu duge sau phan tng duge xu ly bang phuong phép sac ky
tuong tac ky nudc mot 1an bang cach str dung cot Source 151SO (GE Healthcare). Céc
san pham phu dugc loai bo bang quy trinh nay, va thé tiép hop vung Fc globulin mién
dich-PEG-chua gbe lién két-chat tuong tu glucagon 2 dugc bao ché. Trong trudong hop
nay, budc tinh ché duoc thuc hién béng cach st dung dung dich dém chua natri xitrat va
gradien n6ng dd amonin sulfat. Da kiém ching duoc réng hiéu suét thu duoc theo vi du
nay duoc gia ting gép khoang 1,5 lan hodc cao hon so véi hiéu suat theo vi du so sanh 2

v6i cling lugng cua chét tuong tu glucagon 2.

Thé tiép hop ving Fc globulin mién dich-PEG-chta gbe lién két-chat tuong tu
glucagon 2 dugc rira giai dugce phan tich bang cac th nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va
E-HPLC, va db tinh khiét cao dugc kiém chimg do do tinh khiét bang 90% hoac cao hon
trong thtt nghiém SE-HPLC, 90% hoéac cao hon trong thir nghiém RP-HPLC, va 90%
hoac cao hon trong thtr nghiém IE-HPLC.

Vi du 2-6. Bao ché thé tiép hop cua chat tuong tu glucagon 3

Thé tiép hop tac dung kéo dai (vung Fc globulin mién dich-PEG-chtta goc lién
két-chat tuong tu glucagon 3) duge bao ché thong qua phan tmg tiép hop peptit cua chat
tuong tu glucagon 3 (SEQ ID NO.6), sau khi sac ky trao doi anion theo vi du 1-1, ma

khong thuc hién budce siéu loc/loc tuan hoan c6 pha loang.
SEQ ID NO.6
YXOGTFTISDYSKYLDSRRAODFVOWLNINT

V& vén dé nay, dé lién két nhom phan tmg maleimit & mot dau tan cing cua PEG
ctia viing Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG to cysteine cua chét twong tu
glucagon 3, vung Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG duogc cho phan Ung voéi
chat twong tu glucagon 3 & ty 1& mol nam trong khoang tur 1:1 véi ndng do chat tuong tu
glucagon 3bdng 0,2g/L & nhiét dd 6°C + 4°C trong khoang 2 gid. Phan ung duoc thuc
hién trong dung dich dém Tris-Cl (6°C + 4°C) chura isopropanol. Theo két qua cua thu

nghiém phan tich hop chét thu duoc sau phan Gng bang cach str dung cac thir nghiém SE-
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HPLC, RP-HPLC, va IE-HPLC, d6 tinh khiét cua vung Fc globulin mién dich-PEG-chtra
gbe lién két-chét tuong tu glucagon 3 dugc kiém chung bang 90% hodc cao hon trong
thir nghiém SE-HPLC, 70% hoéc cao hon trong thu nghiém RP-HPLC, va 70% hodc cao
hon trong thu nghiém IE-HPLC.

Sau d6, hop chit thu dugc sau phan Gng duge xt 1y bang phuong phap sic ky
tuong tac ky nudc mot lan bang cach sir dung cot Source 15ISO (GE Healthcare). Céc
san pham phu duoc loai bo bang quy trinh nay, va thé tiép hop ving Fc globulin mién
dich-PEG-chira gbc lién két-chat twong tu glucagon 3 dugc bao ché. Trong truong hop
nay, budc tinh ché duoc thuc hién b??mg cach str dung dung dich dém chtra natri xitrat va
gradien néng dd amonin sulfat. Ba kiém ching duoc réng hiéu suét thu duoc theo vi du
nay dugc gia tang gap khoang 1,5 1an hodc cao hon so v6i hiéu suat da biét véi cung

luong ctia chat tuong tu glucagon 3.

Thé tiép hop vung Fc globulin mién dich-PEG-chta gbe lién két-chét tuong tu
glucagon 3 duogc rua giai dugce phan tich bang cac thi nghiém SE-HPLC, RP-HPLC, va
IE-HPLC, va do tinh khiét cao dugc kiém ching do do tinh khiét bang 90% hodc cao hon
trong thtt nghiém SE-HPLC, 90% hodc cao hon trong thu nghiém RP-HPLC, va 90%
hoac cao hon trong thu nghiém [E-HPLC.

Bang 1 va Bang 2 thé hién cac két qua so sanh gilra cac phuong phap cua cac vi du
S0 sanh va céc vi du.

Bang 1 So sénh gitta cdc phuong phap bao ché chét trong tu chét chu van dic hiéu

dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon

Vi du so sanh Vi du (phuong phép bao ché thong thuong)

Chat chu van dac
hi€u dong thoi

Chat chu van dac
hiéu dong thoi

Chat chu van dac
hiéu dong thoi

Chat chu van dac
hiéu dong thoi

GLP- GLP- GLP- GLP-
1/GIP/Glucagon 1 | 1/GIP/Glucagon 1 | 1/GIP/Glucagon2 | 1/GIP/Glucagon 3
Phéan tng 1]
Peptit:PEG = 1:1,3 Phan Ung 1]
Diéu kién phan Phan Ung 2] Fe:PEG =1:1
ing PEG-Peptit:ving Phan ung 2]

Fc globulin mién
dich=1:2

PEG-Fc: Peptit = 1:1

Do tinh khiét
SE-HPLC

90% hodac cao hon

90% hoac cao hon

90% hodc cao hon

90% hoac cao hon

RP-HPLC

90% hoac cao hon

90% hodc cao hon

90% hodc cao hon

90% hodc cao hon

IE-HPLC

90% hoac cao hon

90% hodc cao hon

80% hoac cao hon

90% hodac cao hon

Hiéu suét (lién
quan dén peptit)

2 lan hoac cao hon
so voi vi du so

2 lan hoac cao hon
so voi vi du so

2 lan hoéac cao hon
so voi vi du so
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Hiéu suét (lién
quan dén Fc)

sanh

sanh

sanh

cao gap khoang
1,3 lan so véi vi du
so sanh

cao gap khoang
1,3 lan so voi vi du
50 sénh

cao gap khoang
1,3 1an so véi vi du
S0 sanh

Bang 2 So sanh gitta cac phuong phap bao ché chat tuong tu glucagon

Vi du so sanh

Vi du (phuong phéap bao ché thong thudng)

Chat tuong tu

Chét tuong tu

Chat tuong tu

Chat tuong tu

glucagon 1 glucagon 1 glucagon 2 glucagon 3
Phan tng 1]
PeptitPEG = 1:1,3 Phan ung 1]
Piéu kién phan Phan ung 2] Fc:PEG = 1:1
ing PEG-Peptit:viung Phan tng 2]

Fc globulin mién
dich=1:5

PEG-Fc: Peptit = 1:1

Do tinh khiét
SE-HPLC

90% hoac cao hon

90% hoac cao hon

90% hodc cao hon

90% hoac cao hon

RP-HPLC

90% hoac cao hon

90% hoac cao hon

90% hoac cao hon

90% hoac cao hon

IE-HPLC

90% hoac cao hon

90% hoac cao hon

90% hoac cao hon

90% hoac cao hon

Hiéu suét (lién
quan dén peptit)

Hiéu suét (lién
quan dén Fc)

1,5 1an hoac cao
hon so vai vi du so
sanh

1,5 lan hoéc cao
hon so véi vi du so
sanh

1,5 1an hoac cao
hon so véi vi du so
sanh

1 1an hoac cao hon
so vai vi du so
sanh

1 1an hoac cao hon
so véi vi du so
sanh

1 1an hoéac cao hon
so voi vi du so
sanh

Phan mo ta néu trén chi nham muc dich minh hoa sang che, va ngudi ¢6 hiéu biét

trung binh trong linh vuc nay sé& hi€u rang cac thay doi va cai bién khac nhau c6 the duge

tao ra ma khong l1am thay doi cac ddu hiéu k¥ thuét co ban cua sang ché. Do do, 16 rang

1a cac phuong an mo6 ta néu trén chi nham muc dich minh hoa chtr khong gi6i han pham

vi cua sang ché. Do dd, pham vi cua sang ché khong duoc xdc dinh boi phan mo ta chi

tiét néu trén, ma boi bo yéu cau bao hd va cac phan tuong duong cua nd, va toan bo cac

thay doi nam trong pham vi ctia bd yéu cau bao hd va cac phan tuong duong cua no cung

nam trong pham vi cua sang che.
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YEU CAU BAO HOQ
1.Hop chét co cong thirc 1 hodac chét déng phan lap thé, solvat, hodc mudi duge dung cua
no:

Cong thtre 1

X-L1-(OCH,CH,),0-L2-R

trong do6 trong cong thirc 1,

X chua, & dau tan cung N, trinh tu ban 1& chtra trinh ty axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.9 (Pro-Ser-Cys-Pro);

L1 1a C-Cg alkylen mach théng hodc mach nhéanh;

[2 1a -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hoic -b1-COO-b2-, trong d6 al, a2, bl, va b2 doc lap véi nhau la C;-Cs alkylen mach
théng hodc mach nhanh;

n nam trong khoang tir 10 dén 2400; va;

R la gbc bit ky dugc chon tr nhém bao gdbm 2,5-dioxopyrolidinyl, 2,5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, C¢-Cyg aryl disulfua, Cs-Cy heteroaryl disulfua, vinyl

sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, va thioeste.

2.Hop chét hbac chét d@)ng phan lap thé, solvat, hodc mudi duoc dung ctia n6 theo diém
1, trong do trong cong thic 1, L1 1a C;-Cq alkylen mach théng hodc mach nhéanh; L2 1a -
al-NHCO- hoic -al-NHCO-a2-, trong d6 al va a2 doc lap véi nhau l1a C1-C6 alkylen

mach thing hodc mach nhanh; n nam trong khoang tir 200 dén 250; va R 1 maleimit.

3.Hop chit hoic chét déng phan lap thé, solvat, hodc mudi duoc dung cua no theo diém

1, trong d6 L1 dugc lién két véi gde prolin (Pro) cta trinh tuw SEQ ID NO.9.

4. Hop chat hoac chét ddng phan lap thé, solvat, hodc mubi duoc dung ciia né theo diém
1, trong d6 L1 dugc lién két voi nhém phan rng amin ndm & mot dau cia X.

5. Hop chit c6 cong thirc 2 hoic chét ddng phan 1ap thé, solvat, hoic mudi dugc dung
cua no:

Cong thuc 2
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trong do trong cong thirc 2, n nim trong khoang tir 200 dén 250.

6. Hop chét hoac chét déng phan lap thé, solvat, hoic mudi duge dung cuta n6 theo diém
1, trong d6 X 1a ving Fc globulin mién dich c6 ngudn gde tir IgG, IgA, IgD, IgE, hodc
IgM.

7.Hop chit hodc chét déng phan lap thé, solvat, hoic mudi duoc dung cuia n6 theo diém
6, trong d6 X 1a ving Fc globulin mién dich c6 ngudn goc tir IgG1, IgG2, 1gG3, hodc
IgG4.

8. Hop chét hodc chét ddng phan 1ap thé, solvat, hodc mudi dugc dung cia né theo diém

1, trong d6 X 1a ving Fc globulin mién dich & dang dime.

9. Hop chét hodc chét déng phén lap thé, solvat, hoic mudi duogc dung cua né theo diém
1, trong d6 X 1a ving Fc globulin mién dich chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ

ID NO.10.

10. Hop chét hodc chét déng phan 1ap thé, solvat, hodc mudi duogc dung cua no theo diém

1, trong d6 hop chét nay c6 kich c& nam trong khoang tir 40 kDa dén 250 kDa.

11. Ché phdm bao ché thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai chira hop chat c6 cong

thtre 1, hodc chét d@)ng phan 1ap thé, solvat, hoac mudi duoc dung cua no,
trong d6 duogc chét 1a polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy:
Cong thue 1
X-L1-(OCH,CH,),0-L2-R

trong cong thuc 1,
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X chaa, & du tan cung N, trinh ty ban 1& chua trinh ty axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.9 (Pro-Ser-Cys-Pro);
L1 l1a C-Cg4 alkylen mach théng hoac mach nhanh;

L2 1a -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hoidc -b1-COO-b2-, trong d6 al, a2, bl, va b2 doc lap voi nhau 1a C1-C6 alkylen mach
théng hodc mach nhanh;

n ndm trong khoang tir 10 dén 2400; va

R 1a gbc bdt ky dwoc chon tir nhém bao gdm 2,5-dioxopyrolidinyl, 2,5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, C¢-Cy aryl disulfua, Cs-Cyy heteroaryl disulfua, vinyl

sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, va thioeste.

12. Ché phim theo diém 11, trong d6 trong cong thic 1, L1 1a C;-Cg alkylen mach thang
hodc mach nhanh; L2 14 -al-NHCO- hoac -al-NHCO-a2-, trong d6 al va a2 doc lap véi
nhau 12 C1-C6 alkylen mach thang hoic mach nhénh;n nim trong khoang tir 200 dén

250; va R 1a maleimit.

13. Ché phim theo diém 11, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dugc chon tir nhom
bao gdm peptit twong tu glucagon-1 (glucagon-like peptide-1-GLP-1), yéu t kich thich
ting sinh bach cau hat (G-CSF), hormon sinh truéng cia ngudi (hGH), erythropoietin
(EPO), glucagon, insulin, hormon giai phéng hormon sinh truéng, peptit gidi phong
hormon sinh trudng, interferon, thu thé interferon, thu thé lién hop véi protein G,
interleukin, thu thé interleukin, enzym, protein gén két interleukin, protein gén két
xytokin, yéu td hoat hda dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu t té bao B, yéu td té bao
T, protein A, chét wc ché di ung, glycoprotein hoai tr té bao, immunotoxin, lymphotoxin,
yéu t6 hoai tir khdi u, chét kim ham khéi u, yéu tb phat trién su di can, o-1 antitrypsin,
albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin dugc glycosyl hoéa ¢ murc cao,
angiopoietin, hemoglobin, thrombin, peptit hoat héa thu thé thrombin, thrombomodulin,
yéu t6 dong méu VI, yéu t& dong méau VIla, yéu t6 déng méu VIIL, yéu t6 dong mau IX,
yéu t6 dong mau XIII, yéu t6 hoat héa plasminogen, peptit gan két fibrin, urokinaza,
streptokinaza, hirudin, protein C, protein phan ung C, chit ¢ ché lenin, chit wc ché
colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu tb sinh truéng co ngudn gbc tir tiéu cau, yéu

t0 sinh trudng biéu md, yéu td sinh trudng bicu bi, angiostatin, angiotensin, y€u td sinh
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trudng xuong, protein kich thich tao xuwong, calcitonin, atriopeptin, yéu td tao sun,
elcatonin, yéu t5 hoat hoa mo lién két, chét tre ché qud trinh cua yéu t6 mo, hormon kich
thich nang, hormon tao hoang thé, hormon giai phong hormon tao hoang thé, yéu t6 sinh
trudng day than kinh, hormon tuyén can giap, relaxin, secretin, somatomedin, yéu td sinh
truong tuong tu insulin, hormon vo tuyén thuong than, cholecystokinin, polypeptit tuyén
tuy, peptit gidi phong gastrin, yéu t6 giai phéng corticotropin, hormon kich thich tuyén
gidp, autotaxin, lactoferrin, myostatin, incretins, polypeptit uc ché da day (gastric
inhibitory polypeptide-GIP), chit chii vin dic hidu kép GLP-1/GIP, chit chi van ddc
hiéu ddng thoi GLP-1/GIP/Glucagon, khang nguyén bé mat té bao, khang nguyén vacxin
¢6 ngudn gbc tir virut, khang thé don dong, khang thé da dong, va manh khang thé.

14.Ché pham theo diém 11, trong d6 R ctia hop chét cta ché phim duoc lién két voi

cystein cia dugc chat.

15. Ché phim theo diém 11, trong d6 X 1a ving Fc globulin mién dich c¢6 ngudn gbc tir
IgG1, I1gG2, 1gG3, hoac IgG4.

16. Ché phidm theo diém 11, trong d6 ché pham nay duoc sir dung dé bao ché thé tiép hop
duoc chét tac dung kéo dai ma khong can thuc hién bude siéu loc/loc tudn hoan co pha

lodng trong phuong phap bao ché thé tiép hop duoc chat tic dung kéo dai.

17. Phuong phap bao ché thé tiép hop tac dung kéo dai cta polypeptit c6 hoat tinh sinh
Iy, bao gdm :

budc bao ché thé tiép hop bang cach lién két ving Fc globulin mién dich dugc lién
két mono-PEG, duoc bao ché bing cach lién két gbc lién két c6 cong thirc 3 voi dau tan
cung N cia vung Fc globulin mién dich chtra trinh tu ban 1& chtra trinh tu axit amin nhu

néu trong SEQ ID NO.9 (Pro-Ser-Cys-Pro), v6i polypeptit c6 hoat tinh sinh ly:
Cong thuc 3
CHO-L1-(OCH,CH,),0-L2-R
trong do trong cong thirc 3,

L1 la C;-Cg4 alkylen mach théng hodc mach nhanh;
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L2 1a -al-CONH-, -al-NHCO-, -al-NHCO-a2-, -COO-, -b1-COO-, -COO-b2-,
hodc -b1-COO-b2-, trong d6 al, a2, bl, va b2 doc 1ap voi nhau l1a C;-Ce alkylen mach
théng hodc mach nhanh;

n niam trong khoang tr 10 dén 2400; va;

R 1a gbc bit ky dugc chon tr nhém bao gdbm 2,5-dioxopyrolidinyl, 2,5-
dioxopyrolyl, aldehyt, maleimit, C¢-Cyo aryl disulfua, Cs-Cy heteroaryl disulfua, vinyl

sulfon, thiol, halogen-axetamit, sucxinimit, p-nitrophenyl carbonat, va thioeste.

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 ving Fc globulin mién dich dugc lién két mono-
PEG dugc bao ché bang cach lién két gbc lién két c6 cong thic 3 véi dau tan cing N cta
vung Fc globulin mién dich & 6 pH nam trong khoang tu 4,0 dén 8,0 trong sur c6 mit clia

chét khir.

19. Phuong phap theo diém 17, trong do thé tiép hop dugc bao ché bang lién két gdc lién
két cua ving Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG véi polypeptit c6 hoat tinh

sinh ly & d6 pH nim trong khoang tir 5,5 dén 8,0.

20. Phuong phép theo diém 17, trong d6 bude bao ché thé tiép hop duge thuc hién bang
cach cho vung Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG phan tng v6i polypeptit

¢6 hoat tinh sinh 1y & ty 1& mol nam trong khoang tir 1:1 dén 1:3.

21. Phuong phap theo diém 17, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc bao ché ving
Fc globulin mién dich dugc lién két mono-PEG bang céch lién két gdc lién két c6 cong
thtre 3 vi dau tan cing N ctia viing Fe globulin mién dich; va budc bao ché thé tiép hop
bang céach lién két gbe lién két cua ving Fc globulin mién dich duge lién két mono-PEG

duoc bao ché trong bude trude d6 voi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y.

22. Phuong phép theo diém 21, trong d6 gbc lién két cua ving Fc globulin mién dich

duge lién két mono-PEG dugc lién két voi gbc cystein ctia polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y.

23. Phuong phap theo diém 21, trong d6 phwong phap nay bao gdém budc bao ché ving
Fc globulin mién dich duoc lién két mono-PEG bang céch lién két gc lién két co cong
thirc 3 v6i dau tan cung N cia vung Fc globulin mién dich; budc tinh ché ving Fc
globulin mién dich dugc lién két mono-PEG dugc bao ché trong bude trude do bing
phuong phép sdc ky trao ddi anion trong dung dich dém co do pH nim trong khoang tir

6,0 dén 8,5; va budc bao ché thé tiép hop bing cach lién két goc lién két cuia ving Fe
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globulin mién dich duoc lién két mono-PEG duoc tinh ché trong budc trudc d6 voi
polypeptit c6 hoat tinh sinh ly.

24. Phuong phap theo diém 21, trong d6 phuong phap nay dugc thuc hién ma khong can
thuc hién budc si€u loc/loc tudn hoan co pha loang sau khi bao ché vung Fc globulin
mién dich duge lién két mono-PEG.

25. Phuong phép theo diém 17, trong d6 phuong phép nay con bao gdm bude tinh ché thé
tiép hop bang phuong phép sic ky twong tac ky nudc.

26. Phuong phép theo diém 17, trong d6, trong cong thic 3, L1 1a C;-Cg alkylen mach
thalmg hoic mach nhanh; L2 1a -al-NHCO- hodc -al-NHCO-a2-, trong d6 al va a2 doc
14p v6i nhau 1a C1-Cq4 alkylen mach thellng hodc mach nhanh; n nam trong khoang tir 200
dén 250; va R 1a maleimit.

27. Phuong phéap theo diém 17, trong d6 gbc lién két ¢ cong thire 4:

Cong thuc 4

o o)

trong d6 trong cong thirc 4, n nam trong khoang tir 200 dén 250.

28. Phuong phap theo diém 17, trong d6 gbc lién két c6 kich ¢& nam trong khoang tir
1 kDa dén 100 kDa. |

29. Phuong phép theo diém 17, trong d6 polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y dwgc chon tir
nhom bao gém peptit trong tu glucagon-1 (GLP-1), yéu t6 kich thich ting sinh bach cau
hat (G-CSF), hormon sinh truéng cia ngudi (hGH), erythropoietin (EPO), glucagon,
insulin, hormon giai phong hormon sinh trudng, peptit gidi phéng hormon sinh tru'é‘ng,
interferon, thu thé interferon, thu thé lién hop véi protein G, interleukin, thu thé
interleukin, enzym, protein gén két interleukin, protein gén két xytokin, yéu td hoat hoa
dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu t6 té bao B, yéu t6 t& bao T, protein A, chét e ché
di ung, glycoprotein hoai tur té bao, immunotoxin, lymphotoxin, yéu td hoai tr khéi u,

chét kim ham khdi u, yéu t6 phat trién su di cin, o-1 antitrypsin, albumin, o-lactalbumin,
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apolipoprotein-E, erythropoietin dugc glycosyl hoéa & muc cao, angiopoietin,
hemoglobin, thrombin, peptit hoat héa thu thé thrombin, thrombomodulin, yéu td dong
mau VII, yéu td dong mau VIla, yéu t§ déng méau VIII, yéu t6 dong méu IX, yéu t6 dong
mau XIII, yéu t6 hoat hoa plasminogen, peptit gin két fibrin, urokinaza, streptokinaza,
hirudin, protein C, protein phan ung C, chit ¢ ché lenin, chét wc ché colagenaza,
superoxit dismutaza, leptin, yéu tb sinh truéng c6 ngudn gbc tir tiéu cau, yéu tb sinh
truong bidu mo, yéu t6 sinh truéng biéu bi, angiostatin, angiotensin, yéu t6 sinh trudéng
xuong, protein kich thich tao xuong, calcitonin, atriopeptin, yéu tb tao sun, elcatonin, yéu
td hoat hoa md lién két, chat trc ché qué trinh cua yéu t6 md, hormon kich thich nang,
hormon tao hoang thé, hormon giai phéng hormon tao hoang thé, yéu t6 sinh truong day
thdn kinh, hormon tuyén cin giap, relaxin, secretin, somatomedin, yéu td sinh trudng
twong ty insulin, hormon vo tuyén thugng than, cholecystokinin, polypeptit tuyén tuy,
peptit giai phong gastrin, yéu td giai phong corticotropin, hormon kich thich tuyén giap,
autotaxin, lactoferrin, myostatin, incretins, chit chi van dic hiéu kép GLP-1/GIP,
polypeptit Grc ché da day (GIP), chit chi van dic higu dong thoi GLP-1/GIP/Glucagon,
khéng nguyén bé mit té bao, khang nguyén vacxin c6 ngudn gbc tir virut, khang thé don

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

30. Phuong phép theo diém 29, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly 1a chét chu van
dac hiéu d?)ng thoi GLP-1/GIP/Glucagon, glucagon, hodc chét tuong tu cua chung.

31. Phuong phap theo diém 30, trong d6 polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y chtra trinh ty axit
amin bat ky nhu néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.6.

32. Phuong phép theo diém 17, trong d6 viing Fc globulin mién dich ¢6 ngudn gdc tir
IgG1, IgG2, IgG3, hodc IgG4.

33.Thé tiép hop duge chit tac dung kéo dai dugc bao ché bang phuong phép theo diém
bét ky trong sd cac diém tir 17 dén 32.

34. Thé tiép hop dugc chit tic dung kéo dai duge bao ché bang cach cho ché phim theo
diém bat ky trong sb cac diém tir 11 dén 16 phan ting v6i polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy.
35. Ché pham bao ché thé tiép hop duogc chét tac dung kéo dai hop chat c6 cong thirc 2
hodc chit ddng phan lap thé, solvat, hodc mudi duge dung cia nd, trong d6 duoc chét 1a

polypeptit cé hoat tinh sinh ly:
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Cong thuc 2
0 T
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trong d6 trong cong thirc 2, n nim trong khoang tir 200 dén 250.

36. Phuong phép bao ché thé tiép hop tac dung kéo dai ctia polypeptit ¢6 hoat tinh sinh
Iy, bao gdm budc bao ché thé tiép hop bang cach lién két hop chit c6 cong thirc 2 hoic
chét ddng phan lap thé, solvat, hozc mudi duge dung cia no, véi polypeptit c6 hoat tinh

sinh ly:

Cong thuc 2

i

; | f\\f\%\ /\\% ~ (‘%Wuwaig

- 1oip ugTmE G018 04 Su

trong do trong cong thirc 2, n nam trong khoang tir 200 dén 250.

37. Thé tiép hop duoc chat tac dung kéo dai dugc bao ché bang cach cho ché pham theo
diém 35 phan tng véi polypeptit c6 hoat tinh sinh ly.

38. Thé tiép hop dugc chét tac dung kéo dai dugc bao ché bang phuong phép theo diém
36.
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Mau: vang Fe globulin micn dich

duge lien két mono-PEG

g
o BURAILUY
44
= =
-
=
§ 5 -

I, oy i g
465 398 | - 121376,004
R EA-—

e
o I e
- B L&
] = =
= = 1 e
5 A g
[ A fs o ol -
o= = = B
= = = = EA
- { T = e
o - B oo
. Th — T
I o ™o —
P i - A (]
= U it R = = -
: g Z 2 : =z
- oo z =
YR R : =3
™ E o= -z
o - ~ =
PRI — T
- — i - T
- ; o 3
Ty = { -
Z Z S o=
P - F
e R
- = -
e

REERELEE]

s

S —— A
3
3

12

“
=
e
T
=
Z
=

7
L

REVIAEIN

Ef i GUHUN RO 10000 120000

Fig.1

-58-

P4 TeOusl IR mes



37734

DANH MUC TRINH TU
<110> HANMI PHARM. CO., LTD.
<120> HOP CHAT TRUNG GIAN PE BAO CHE THE TIEP HOP DUQC CHAT TAC DUNG KEO DAI VA CHE PHAM BAO
CHE THE TIEP HOP DUQC CHAT TAC DUNG KEO DAI CHUA HOP CHAT NAY
<130> OPA19170
<160> 10
<170> KoPatentIn 3.0
<210> 1
<211> 40
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> Ch&t tuong tu chit chu van dic hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 1
<220>
<221> Bién thé

<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 1
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Leu Asp His His Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Gln Pro Pro Pro Ser Cys
35 40
<210> 2
<211l> 39
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> Ch&t tuong tu chit chu van dic hiéu ddng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 2
<220>
<221> Bién thé

<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 2
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Leu Asp His His Cys Ser
20 25 30
Ser Gly Gln Pro Pro Pro Ser
35
<210> 3
<211> 40
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> Ch&t tuong tu chidt chu van didc hiéu déng thoi GLP-1/GIP/Glucagon 3
<220>
<221> Bién thé

<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 3
His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
1 5 10 15
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Leu Asp His His Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Gln Pro Pro Pro Ser Cys
35 40
<210> 4
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> ChAt tuong tu glucagon 1
<220>
<221> Bién thé
<222> (2)
<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 4
Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Glu
15 10 15
Lys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30
<210> 5
<211> 29
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<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> Chat tuong tu glucagon 2
<220>

<221> Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa = axit aminoisobutyric
<400> 5

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp
1 5

Cys Arg Ala Lys Glu Phe Val Gln Trp
20 25

<210> 6

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>

<223> Chét tuong tu glucagon 3

<220>

<221> Bién thé

<222> (2)

<223> Xaa = axit aminoisobutyric

<400> 6

Tyr Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp
1 5

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp
20 25

<210> 7

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro
1 5

<210> 8

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>

<223> Bién thé cua vung ban 1é
<400> 8

Ser Cys Pro
1

<210> 9
<211> 4
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Bién thé cua vung ban 1é
<400> 9
Pro Ser Cys Pro
1
<210> 10
<211> 221
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 10

Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu
1 5

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
20 25

Val Thr Cys Val Val val Asp Val Ser

35 40
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
50 55
Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr
65 70
Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
85

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser
100 105

Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln

115 120
Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val
130 135

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val

145 150

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro

Tyr
10
Leu

Tyr
10
Leu

Ser
10

Gly

10
Met
Gln
Val
Tyr
Gly

90
Ile
Val
Ser

Glu

Pro
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Ser Lys Tyr Leu Asp Glu

Met Asn

Thr

15

Ser Lys Tyr Leu Asp Ser

Met Asn Thr Cys

Cys Pro

Gly Pro
Ile Ser
Glu Asp

His Asn

60

Arg Val
75

Lys Glu

Glu Lys
Tyr Thr
Leu Thr

140
Trp Glu

155
Val Leu
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Ser
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
125
Cys
Ser

Asp

30

Val
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
110
Pro
Leu

Asn

Ser

15

Phe
Pro
Val
Thr
Val
Cys

95
Ser
Pro
Val
Gly

Asp

Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln

160
Gly
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165 170 175
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
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