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Linh vuc ky thuit dwgc dé cap
Sang ché d& cép dén protein dung hop enzym chira enzym tri li€u dang dime,

phuong phap didu ché protein nay, va ché phim chira protein nay.

Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Tiéu thé 12 bao quan té bao chét c6 chirc nang lam phén giai cac dai phan tir nhu
protein, polynucleotit, polysaccarit va lipit. M6i truong bén trong cia tiéu thé c6 tinh
axit va enzym xuc tac thuy phan thuc diy qua trinh thily phan cc dai phan t& sinh hoc
¢6 trong d6. Tiéu thé cling dugc phat hién 1a ¢6 vai trd nhét dinh trong viéc hip thu cac
phan tr thong qua qua trinh ndi bao.

R6i loan tich tu trong tiéu thé (sau day goi la LSD - Lysosomal storage disorder)
1a rbi loan chuyén hoa di truyén dic trung béi su mét chirc ning cua tiéu thé. LSD dugc
gdy ra boi sy thidu hut cac enzym lam phén giai chét nhu lipit, protein, polysaccarit, v.v.,
va ching thuong xay ra voity 1€ 1 trén 100.000 va duoc di truyén nhu tinh trang lin cla
nhidm sfc thé thuong. LSD xuét hién khi thiéu hut hodc khong c6 enzym phén giai dic
hiéu va khi thiéu enzym phén giai nay, cac chit du thira sé tich tu ma khong bi phan giai,
cudi ciing gy ra cac van dé vé chirc nang té bao. Nhu nhidu bénh rdi loan di truyén khac,
LSD duoc di truyén tir bd me. Ngoai ra, mdi trong s6 cac bénh nay déu xay ra do dot
bién & bat ky gen ndo c6 lién quan dén dich ma cac enzym khéac nhau. Enzym gay ra cac
bénh nay thuong c6 dic tinh sinh hoéa twong tu, va tAt ca cac LSD 1a do su tich tu bat
thudng cua cac chét trong tiéu thé. Hién nay, c6 khoang 50 loai LSD khéc nhau duoc
biét dén (vi du, bénh Niemann-Pick, bénh Fabry, bénh Gaucher, hoi ching Hunter, hdi
chirng Maroteaux-Lamy, v.v.).

Bénh Fabry, duoc biét dén 1a réi loan LSD, 1a mot loai rdi loan chuyén héa bam
sinh glycosphingolipit xdy ra do thiéu hut hoic khong c6 hoat tinh enzym cuta alpha-
galactosidaza A, 1a mdt enzym xuc tac thiy phan c6 trong ti€u thé.

alpha-Galactosidaza A 13 enzym ma thiy phéan globotriaosylceramit (Gb3)
thanh lactosylceramit, va da biét ring rbi loan & alpha-galactosidaza A dan dén su tich

tu bit thuong ctia Gb3 & thanh tinh mach va nhiéu phan khac ctia co thé, do d6 gay ra
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bénh Fabry.

Phuong phép ti€u bidu dé didu tri cac rdi loan LSD nay c6 thé 12 lidu phap thay
thé enzym (ERT) va nhiu nghién ctru lién quan hién dang duoc tién hanh (Frances M.
Platt et al., J Cell Biol. 2012 Nov 26; 199 (5): 723 dén 34). Cu thé, vi LSD 14 rdi loan
gdy ra boi cac khiém khuyét di truyén & enzym cu thé, cho nén liéu phéap thay thé 1a can
thiét dé didu tri cdc enzym khiém Khuyét. Liéu phap thay thé enzym la liéu phap tiéu
chuan ddi v6i LSD va liéu phap nay c6 tac dung lam giam bot céac triéu chiig hién c6
hodc tri hodn sy tién trién cta bénh bang cach thay thé enzym khiém khuyét.

Tuy nhién, protein c¢6 tac dung tri liéu ndi chung c6 do bn dinh thip va do d6 dé
bi bién tinh va phan hiy boi proteaza trong mau. Do d6, dé duy tri ndng do trong mau
va hiéu luc cia cac protein nay, can cho bénh nhan dung thudng xuyén.

Tuy nhién, trong truong hop thudc protein dugce ding cho bénh nhan dudi dang
tiém, viéc tiém thuong xuyén dé duy tri ndng do polypeptit hoat tinh trong mau 6 thé
gdy dau dén dang ké cho bénh nhan. Dé giai quyét cac vén d8 nay, di c6 cac nd luc lién
tuc dé t6i da hoa hiéu qua duge ly bang cach ting tinh 4n dinh trong mau ctia cic enzym
tri liéu va duy tri ndng d6 trong mau cua cic enzym nay ¢ muc cao trong thoi gian dai
hon. Cin ¢6 cac dang bao ché c6 hoat tinh 1au dai nhu vay dé tang tinh 4n dinh cta cac
enzym tri liu va ddng thoi duy tri hiéu luc cla thudc & muc du cao, cling nhu khong
gdy ra phan ing mién dich & bénh nhan.

Theo d6, c6 nhu cau phat trién tac nhén tri lidu 6 hiéu qua tri liéu dbi v6i bénh
dich, trong d6 hoat tinh cua protein dung hop dwoc duy tri dong thoi thoi gian ton tai

cua protein protein dung hop duge tang cuong 6n dinh in vivo.

Ban chit k§ thuit ctia sing ché

Vén dé ky thuat

Muc dich ctia sang ché 14 tim ra protein dung hop enzym c6 cong thirc 1 sau day:

[Cong thice 1]

X-L-F
. |
X'-L'-F

trong do mdi X va X' ddc 1ap 1a cung mot loai hodc khéc loai enzym tri li€u;
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L va L' 12 chu ndi, mdi nhém doc 1ap 12 cing mdt loai hodc khéc loai cAu ndi;

F 1a vung Fc globulin mién dich;

| 12 lién két cong hoa tri; va

- 12 lien két cong hoa tri hodc khong cong hoa tri.

Mot muc dich khac cta sang ché 1a tim ra dugc phém ngan chan hodc diéu tri
LSD chira protein dung hgp enzym.

Mot muc dich khéc cua sang ché 1a tim polynucleotit ma hoa protein dung hop
enzym.

Mot muc dich khéac nita cua sang ché 13 tim ra vecto biéu hién chira polynucleotit.

Mot muc dich khéac nita cuia sang ché 13 tim ra thé bién nap ma vecto biéu hién
duoc dua vao do.

Mot muc dich khac nita cla sang ché 1a tim ra phuong phép san xuét protein
dung hop enzym, phuong phdp nay bao gbm budc nudi chy thé bién nap dé thu mau

nudi cy; va budc thu hoi protein dung hop enzym tr mau nudi cay.

Giai phap k¥ thuéat

Mot khia canh ctia sdng ché d& xuét protein dung hop enzym trong do6 enzym tri
liéu va viung Fc globulin mién dich dugc dung hgp cuing nhau.

Theo phuong an cu thé clia sang ché, protein dung hop enzym c6 thé duogc thé

hién bing cong thirc 1 sau day:

[Cong thuc 1]

an
I
X'-L'-F

trong do mdi X va X' doc 1ap 1a cing mdt loai hodc khac loai enzym tri liéu;

L va L'l cAu ndi, mdi nhém ddc 14p 1a cung mot loai hodc khac loai cau ndi;

F 1a vung Fc globulin mién dich;

| 1a lién két cong hoa tri; va

- 12 lién két cong hoa tri hodc khong cong hoa tri.

O protein dung hop enzym theo cac phuong an cu thé néu trén, enzym tri li¢u c6

thé tao thanh dime thong qua lién két khong cong hoa tri.
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O protein dung hop enzym theo phuwong 4n bat ky trong s6 cac phuong an cu thé
néu trén, enzym tri li€u co6 thé tao thanh dime & cAu hinh dbi song song véi nhau.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phwong an cu thé
néu trén, protein dung hop enzym c6 thé co do 4n dinh dugc ting cudng va ai lyc lién
két dbi véi thu thé tieu thé dugc giam xuéng, $0 vOi enzym tri liéu ma vung Fc globulin
mién dich khong duge dung hop vao do.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an cu thé
néu trén, enzym cO thé duoc lya chon tir nhém bao gdm beta-glucosidaza, alpha-
galactosidaza, beta-galactosidaza, iduronidaza, iduronat-2-sulfataza, galactoza-6-
sulfataza, alpha-glucosidaza axit, ceramidaza axit, sphingomyelinaza axit,
galactocerebrosidaza, arylsulfataza A, B, beta-hexosaminidaza A, B, heparin N-
sulfataza, alpha-D-mannosidaza, beta-glucuronidaza, N-axetylgalactosamin-6-
sulfataza, lipaza axit cia ti€u thé, alpha-N—axetyl-glucosaminidaza, glucocerebrosidaza,
butyrylcholinestaraza, chitinaza, glutamat decarboxylaza, imiglucaraza, lipaza, uricaza,
axetylhydrolaza yéu td hoat hoa tiéu clu, endopeptidaza trung tinh, va myeloperoxidaza.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phwong 4n cu thé
néu trén, enzym cO thé 13 alpha-galactosidaza A hodc beta-galactosidaza.

O protein dung hgp enzym theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an cu thé
néu trén, vung Fc globulin mién dich co6 thé ¢6 bién dbi dugc chon tir nhém bao gém
bién dbi thay thé, thém, bét, cai bién, va t hop céc bién dbi nay & it nhat mot axit amin
cua vung Fc globulin mién dich tu nhién.

O protein dung hgp enzym theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an cu thé
néu trén, ¢ vung Fc globulin mién dich c6 trinh tu amin néu trong SEQ ID NO: 8, axit
amin th 2 ¢6 thé duoc thé bang prolin; axit amin thir 71 duoc thé bing glutamin; hodc
axit amin th@ 2 c6 thé duogc thé biang prolin va axit amin thi 71 ¢6 thé duoc thé bang
glutamin.

O protein dung hop enzym theo phuong an bét ky trong s6 cac phuwong an cu thé
néu trén, khong co6 su trao d6i chudi nao ¢6 thé xay ra & vang Fc globulin mién dich.

O protein dung hop enzym theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n cu thé
néu trén, vung Fc globulin mién dich ¢6 thé duoc lua chon tir nhém bao gém:

(a) mién CH1, mién CH2, mién CH3, va mién CH4;

(b) mién CHI va mién CH2;



49189 s

(¢) mién CH1 va mién CH3;

(d) mién CH2 va mién CH3; va

(e) to hop gitta mot hodc hai hodc nhidu mién trong s6 mién CH1, mién CH2,
midn CH3, v mién CH4 va ving ban 1& globulin mién dich hogc mot phin ctia ving
ban 1&.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an cu thé
néu trén, vung Fc globulin mién dich c6 thé & dang monome.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an cu thé
néu trén, vang Fc globulin mién dich c6 thé bao gbm ving ban 18, mién CH2, va mién
CH3.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an cu thé
néu trén, & ving Fc globulin mién dich:

ving ¢6 thé tao thanh lién két disulfua co thé dugc loai bo;

géc axit amin nhét dinh c6 thé dugc loai bo & dau N cua Fc ty nhién;

gbc methionin c6 thé duoc thém vao & dau N cua dang Fc tu nhién;

vi trf lién két bd sung c6 thé dugce loai bd; hode

vi tri gdy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC) ¢6 thé dugc loai bo.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an cu thé
néu trén, vung Fc globulin mién dich c6 thé dugc aglycosyl hoa.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n cu thé
néu trén, vung Fc globulin mién dich ¢6 thé 1a manh Fc co ngudn g tir IgG, IgA, IgD,
IgE, hodc IgM.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n cu thé
néu trén, ving Fc globulin mién dich c6 thé 1a thé lai ctia céc mién c6 ngudn gbc khac
nhau tir globulin mién dich dugc chon tir nhom bao gém IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n cu thé
néu trén, vung Fc globulin mién dich ¢6 thé 1a ving Fc IgG4.

O protein dung hop enzym theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an cu thé
néu trén, vung ban 1& ctia ving Fc IgG4 ¢ thé duge thé bang ving ban 18 IgG1.

O protein dung hop enzym theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an cu thé

néu trén, protein dung hgp enzym co thé bao gbdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
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NO: 13.

Mot khia canh khéc cua sang ché dé xuit dugc phém dé ngin nglra hodc didu tri
LSD chtra protein dung hop enzym.

O dugc phém theo phuong an cu thé, LSD c6 thé dugc lua chon tir nhom bao
gdbm bénh tich tu mucopolysaccarit (MPS), bénh tich tu glycogen, bénh tich tu
sphingolipit, bénh Niemann-Pick, bénh Fabry, bénh Gaucher, hoi ching Hunter, va hoi
ching Maroteaux-Lamy.

O duoc phdm theo phwong an cy thé néu trén, dugc phim nay co thé lam gidm
41 Iwe lién két ciia enzym dbi voi thu the tiéu thé.

Mot khia canh khac nita ciia sang ché dé xuét polynucleotit mi héa protein dung
hop enzym.

Mot khia canh khéc nita cla sang ché dé xuit vecto biéu hién chira polynucleotit.

Mot khia canh khéc nita cua sang ché d& xuét thé bién nap ma vecto biéu hién
dugc dua vao do.

Mot khia canh khac nita cia sang ché d& xuét phuong phap san xuét protein dung
hop enzym.

O phuong phap san xuét protein dung hop enzym theo phuong an cu thé, phuwong
phap nay co thé bao gdm budc nudi chy thé bién nap dé thu mAu nudi cdy; va bude thu

hdi protein dung hgp enzym tur mau nuoi cay.

Loi ich cta sang ché

Sang ché dé cap dén protein dung hop chira enzym tri liéu dang dime, va cu thé
hon, dé cap dén protein dung hop enzym trong do vung Fc globulin mién dich duoc
dung hop v6i enzym tri ligu nho d6 enzym trj liéu c6 do 6n dinh dugc ting cudng va co
ché loai bd enzym bai than duge giam xubng. Protein dung hop enzym theo sang ché
¢6 thé hiéu qua khi dugc sir dung cho bénh nhan do thoi gian tOn tai tang 1én. Ngoai ra,
protein dung hop enzym theo sang ché chira enzym tri liéu dang dime, va do do, c6 thé

giam budc san xudt va chi phi san xuat.

Mo ta viin tit cdc hinh vé
Fig. 1 thé hién két qua do luong minh hoa hoat tinh clia protein dung hop alpha-

galactosidaza—Fc.
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Fig. 2 thé hién két quéa so sanh cta hoat tinh enzym in viiro gifta agalsidaza-beta
va protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc.

Fig. 3 thé hién biéu dd minh hoa két qua so sanh cta hoat tinh hép thu ndi bao in
vitro gitta agalsidaza-beta va protein dung hop alpha-galactosidaza-Fc.

Fig. 4 thé hién biéu d6 minh hoa két qua so sanh ctia hanh vi dugc dong hoc gitta

galsidaza-beta va protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc.

M6 ta chi tiét sang ché

Céc phuong an uu tién duge mo ta chi tiét sau ddy. Trong khi do, phin mo ta va
phwong an tuong Gmg dugce boc 19 trong sang ché ciing ¢6 thé dugc 4p dung cho phan
mé ta va phuong an khac. Tuc la, tat ca cac su két hop cua cac yéu td khac nhau duoc
bdc 10 trong sang ché déu nam trong pham vi cua sdng ché. Ngoai ra, pham vi ctia sdng
ché khong bi gi6i han béi phin mo ta cu the dudi day.

Ngoai ra, nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat s& ¢6 thé hiéu
hoic xac nhan, dya vao thi nghiém thong thuong, nhidu yéu té twong duong véi céc
phuong an cu thé cia sang ché dugc mo ta trong don nay, va cac yéu t6 tuong duong
nay dugc dy dinh bao gbm trong sang ché.

Xuyén sudt toan bd ban mo ta, khong chi ma mot ky tu hodc ba ky tu thong
thuong duge stt dung cho céc axit amin tdn tai trong tw nhién, ma ma ba ky tu nay con
thuong dugc cho phép dung cho axit amin khac, nhu axit o-aminoisobutyric (Aib), Sar
(N-metylglyxin), axit a-metyl-glutamic, v.v.. Ngoai ra, axit amin dugc dé cap trong phan

chit vidt tét trong ban mé ta nay dugc md ta theo quy dinh TUPAC-IUB nhu sau:

Alanin A; Arginin R;
Asparagin ~ N; Axit Aspartic D;
Cystein C; Axit Glutamic E;
Glutamin Q; Glyxin G;
Histidin H; Isoleuxin I;

Leuxin L; Lysin K;
Methionin ~ M; Phenylalanin F;
Prolin P; Serin ;
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Threonin T; Tryptophan W;
Tyrosin Y; va Valin V.

Mot khia canh cia sang ché d& xuit protein dung hop enzym c6 cong thuce 1;

[Cong thuc 1]

X-L-F

B R l

X'-L'-F

trong do mdi X va X' ddc 1ap 1a cing mot loai hodc khac loai enzym tri li€u;

L va L' 1a cu nbi, mdi nhém doc 1ap 12 cing mot loai hodc khac loai cAu ndi;

F 1a ving Fc globulin mién dich;

| 1a lién két cong hoa tri; va

- 1a lién két cong hoa tri hodc khong cong hoéa tri.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “protein dung hop enzym” ¢o
thé chi protein ma trong d6 vang Fc globulin mién dich dugc dung hop v6i enzym tri
liu sao cho enzym tri liéu c6 thé duy tri hoat tinh clia n6 ddng thoi 4i luc lién két dbi
vo1i thu thé tieu thé dugc giam Xuéng, so v4i enzym tri liéu ma vung Fe globulin mién
dich khong dugc dung hop vao do, qua dé tang thoi gian ban hily trong mau. Protein
dung hop enzym theo sang ché c6 thé duge st dung lam thudc cho liéu phép thay thé
enzym (enzymatic replacement therapy - ERT). Liéu phép thay thé enzym c6 thé ngin
nglra hodc diéu tri bénh thong qua viéc khoi phuc chirc ndng cua enzym thiéu hut hodc
khiém khuyét ma gay ra bénh.

Céc tac gia sang ché da tao ra protein dung hop c6 vung Fc globulin mién dich
dé tang thoi gian ban hily trong mau ciia enzym tri liéu. Cu thé, nhu ving Fe, chét tuong
tu Fe [gG4 dugc st dung trong do trinh tu glycosyl hoa tiém nang duoc thé dé uc ché
qué trinh glycosyl héa va ngoaira trinh ty ban 18 ctia Fc IgG4 duge thé dé &rc ché su trao
dbi chudi.

Ngoai ra, di xac nhan rang, trong san xuét protein dung hop enzym theo sang
ché, khi moi enzym tri liéu ma duoc dung hop véi viung Fe globulin mién dich tao thanh
dime, cu thé dime duoc lién két & cau hinh d6i song song, thoi gian ton tai in vivo cla
protein dung hop enzym ¢o0 thé tang 1én ddng thoi van duy tri hoat tinh cua enzym tri

liéu, va ngoai ra, budc san xuat protein dung hop enzym c6 theé dugc rat ngan, qua do
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cho phép san xuét hiéu qua.

Nhu vay, protein dung hop enzym theo sang ché ¢6 céc loi ich trong d6 hoat tinh
cta enzym co thé dugc duy tri dong thoi do 4n dinh cta enzym dugc ting lén, va chi
phi san xuét ¢ thé giam xudng, so v6i enzym tri liéu ma ving Fe globulin mién dich
khong dugc dung hop vao do.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, thudt ngi “enzym tri liéu” ding dé chi
enzym dé diéu tri bénh ma 1a do khong co, thiéu hut, hu héng, v.v. enzym, va enzym cd
thé diéu tri cho d6i tugng mac bénh bai liéu phap thay thé enzym, st dung enzym, v.v..
Cu thé 13, enzym c6 thé 1a enzym dé diéu tri LSD ma 1a do khong co, thiéu hut, v.v.
enzym ti€u thé, tuy nhién khong gidi han & cac enzym nay.

Enzym tri liéu dugc bao gdm trong protein dung hop enzym theo sang ché khong
bi gidi han cu thé, nhung c6 thé bao gdm enzym tri liéu bat ky ma co thé ¢6 loi ich 1a
kéo dai thoi gian tdn tai in vivo so véi enzym tri liéu ma vung Fc globulin mién dich
khong dugc dung hop vao d6. Theo phuong an vi du cua sang ché, protein dung hop
enzym la protein dung hop clia enzym tri ligu.

Enzym tri liéu dugc bao gbm trong protein dung hop enzym theo sang ché c6
thé 12 enzym ma tao thanh dime thong qua lién két khong cong hoa tri, tuy nhién khong
gi6i han & cac enzym tri liCu nay. Cu thé 13, enzym tri liéu co thé tao thanh dime khi
protein dung hop duoc bidu hién trong thé bién nap va vung Fc globulin mién dich tao
thanh dime.

Dime nay cta enzym tri li€u co thé 12 enzym dugc tao thanh boi hai enzym tuong
déng v6i nhau, hodc enzym dugc tao thanh boi hai enzym khac nhau. Céac loai cu thé
cla enzym ma tao thanh dime khong bi gi6i han mién 12 cac enzym nay co6 hoat tinh
mong mudn in vivo.

Trong khi d6, cac enzym tri li€u nay tao thanh dime c6 thé & dang dime song
song hodc dime d6i song song phu thudc vao hudéng trong d6 enzym nay duoc lién két,
tuy nhién khong gidi han ¢ cac enzym tri liéu nay.

Theo phuong an vi du ctua sang ché, protein dung hop trong do alpha-
galactosidaza (tirc 13, enzym tri liéu) duoc dung hop vao vung Fc globulin mién dich
duoc san xuat, va da xac nhén rang, dang alpha-galactosidaza tao thanh dime ddi song
song thong qua lién két khong cong hoa tri d6ng thoi ving Fe globulin mién dich cua

protein dung hop tao thanh dime. Ngoai ra, d3 xAc nhan rang protein dung hop ¢ thé
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duy tri hoat tinh ctia enzym thdm chi & trang thai ma protein dung hop dugc dung hop
v6i ving Fe globulin mién dich (vi du 2).

Theo mdt phuong an vi du khéc cia sang ché, protein dung hop trong d6 alpha-
galactosidaza dugc dung hop vé6i ving Fc globulin mién dich va agalsidaza-befa ma
khong dugce dung hop véi vang Fe globulin mién dich dugc so sanh. Do vdy, da xac
nhan ring protein dung hop duy tri hoat tinh enzym va hoat tinh hép thu ndi bao in vitro
bat ké viéc dung hop v6i ving Fe (vidu 2 va 3), va cling x4c nhan ring cic protein dung
hop nay c6 hanh vi duge dong hoc vuot trdi do viéc dung hop véi vung Fe (vi du 4).

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngir “dime song song” c6 nghia la
dau N va dau C cua trinh ty axit amin cia mdi monome tao thanh dime cung hudéng khi
mdi monome tao thanh dime. Cu thé, dime co thé dugc tao thanh thong qua li€n két
khong cong hoa tri hodc lién két cong hoa tri, tuy nhién khong gidi han & cac phuong
phap tao thanh dime song song nay.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thudt ngir “dime d6i song song” ¢ nghia
1a ddu N va dau C cua trinh ty axit amin cua mdi monome tao thanh dime theo hudng
khac nhau khi mdi monome tao thanh dime. Cu thé, dime ¢ thé duoc tao thanh thong
qua lién két khong cong hoa tri hodc lién két cong hoa tri, tuy nhién khong giéi han &
céc phuong phép tao thanh dime dbi song song nay.

No6i cach khac, & protein dung hop enzym theo sang ché, (i) dau N cua mot
enzym tri li¢u (X) va dau N ctia mdt enzym tri liéu khac (X') c6 thé tao thanh dime cing
huéng; (ii) diu C clia mot enzym tri liéu (X) va diu C ctia mdt enzym tri liéu khac (X')
¢6 thé tao thanh dime cung hudng; (iii) diu N cia mot enzym tri liéu (X) va dau C cla
mdt enzym tri liéu khac (X') ¢ thé tao thanh dime cung hudéng; hoac @iv) dau C ctia mot
enzym tri liéu (X) va dau N cua mot enzym tri liéu khac (X') ¢6 thé tao thanh dime cung
hudng. Cac dime trong cac truong hop (i) va (ii) dugc goi la dime song song va cac
dime trong cac trudng hop (iii) va (iv) dugc goi la dime d6i song song. Viéc tao thanh
cac dime nay co thé 12 bai lién két cong hoa tri hodc lién két khong cong hoa tri, tuy
nhién khong gi6i han & viéc tao thanh dime nay.

Cu thé 1, trong viéc tao thanh cac dime néu trén, viéc tao thanh dime song song
hodc dime ddi song song ¢6 thé 12 sao cho, nhu vung Fc globulin mién dich tao thanh
dime, alpha-galactosidaza A cia monome dugc kién két v6i no tao thanh dime thong

qua dime lién két cong hoa tri hoac lién két khong cong hoa tri.
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Lién quan dén protein dung hop chira enzym tri liéu dang dime trong cAu hinh
d6i song song theo sang ché, quy trinh san xuét protein dung hop c6 loi ich vuot trdi
trong do nd thé giam sd lugng cac bude san xuét, qua d6 giam chi phi sdn xudt, va hoat
tinh enzym co thé duoc duy tri dong thoi giam su mat 6n dinh & cic loai dime do su
thay doi pH in vivo.

Enzym tri liu theo sang ché co thé 1a enzym dugc chon tir nhém bao gbm beta-
glucosidaza, alpha-galactosidaza, beta-galactosidaza, iduronidaza, iduronat-2-sulfataza,
galactoza-6-sulfataza, alpha-glucosidaza axit, ceramidaza axit, sphingomyelinaza axit,
galactocerebrosidaza, arylsulfataza A, B, beta-hexosaminidaza A, B, heparin N-
sulfataza, alpha-D-mannosidaza, beta-glucuronidaza, N-axetylgalactosamin-6 sulfataza,
lipaza axit cua ti€u thé, alpha-N-axetyl-glucosaminidaza, glucocerebrosidaza,
butyrylcholinestaraza, chitinaza, glutamat decarboxylaza, imiglucaraza, lipaza, uricaza,
axetylhydrolaza yéu t6 hoat hoa tidu cAu, endopeptidaza trung tinh, va myeloperoxidaza.
Enzym tri li¢u theo sang ché c6 thé 1a enzym c6 ngudn gbc tlr ngudi, tuy nhién enzym
tri liéu bat ky co6 hiéu qua tri liéu dbi v6i LSD c6 thé dugc bao gdm trong sang ché ma
khong bi gidi han, bat ké ngudn gbc hoic loai enzym.

Cu thé hon, enzym c6 thé 13 alpha-galactosidaza A hodc beta-galactosidaza.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngi “alpha-galactosidaza A” la
enzym cd mat trong ti€u thd cua 14 lach, ndo, gan, v.v., ma thuy phén gbc alpha-
galactosyl & glycolipit va glycoprotein, va la glycoprotein dong dime. Cu thé 14, alpha-
galactosidaza A dugc biét 1a thuy phan ceramit trihexosit, xac tdc qua trinh thy phan
cua melibioza thanh galactoza va glucoza, va cu thé, duoc biét 1a lién quan dén bénh
Fabry, mdot loai 161 loan LSD.

Theo sang ché, alpha-galactosidaza A c6 thé duoc st dung thay thé voi
agalsidaza-alpha hodc agalsidaza-befa (tic la, loai tai to hop), va enzym bét ky ma c6
hoat tinh twong dwong va c6 hiéu qua tri liéu d61 véi LSD ¢6 thé duoc bao gém trong
pham vi cua sang ché ma khong bi gidi han, bit ké trinh ty ciia n6, ngudn gbc, phwong
phap san xuét, v.v.. Cu thé 13, alpha-galactosidaza c6 thé duoc ma hoa boi trinh tu
polynucleotit néu trong SEQ ID NO: 5, va ¢6 thé bao gdm trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 6, tuy nhién khong giéi han ¢ céc trinh tu clia alpha-galactosidaza nay.

Enzym tri liéu dugc bao gdm trong protein dung hop enzym theo sang ché co

thé 1a loai ton tai trong tu nhién, va manh chira mot phan cta enzym fri ligu, hodc chat
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tuong tw ctia enzym tri ligu trong do6 bién ddi duge chon tir nhém bao gdm bién d6i thay
thé, thém, bét, va cai bién ciia mot s axit amin, va t8 hop ¢6 thé co clia cac bién doi
nay, co thé dugc bao gdm trong sang ché ma khong bi gidi han, mién 12 n6 ¢6 hoat tinh
tuong duong voi hoat tinh cta loai tdn tai trong tw nhién ctia enzym tri licu.

Ngoai ra, chét twong tu cta enzym tri liéu bao gdm bao gdm tAt ca cac loai ma
mot hodc nhiéu axit amin dugc thém vao dAu amino va/hodc dau cacboxy cua loai tdn
tai trong tw nhién cta enzym tri lidu.

Déi véi viec thay thé hodc thém axit amin, khong nhiing c6 thé st dung 20 axit
amin thuong dugc tim thdy trong céac protein clia ngudi, ma con c6 thé st dung axit
amin khong dién hinh hodc khong ton tai trong tu nhién. Cac ngudn thuong mai clia cic
axit amin khong dién hinh c6 thé bao gdm Sigma-Aldrich, ChemPep Inc., Genzyme
Pharmaceuticals, v.v.. Peptit bao gbm céc axit amin nay va trinh tu peptit khong dién
hinh c6 thé duogc téng hop va mua tir cac nha cung cép thuong mai, vi du, American
Peptide Company, Bachem (USA), hodc Anygen (Korea), nhung khong gi6i han ¢ cac
ngudn thuong mai nay.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, thudt nglt “manh” dung dé chi dang ma
mot hodc nhidu axit amin & diu amino hodc cacboxy cua enzym tri li€u tu nhién hoac
chét tuong tu cia enzym tri li¢u ty nhién duoc loai bd. Enzym tri liéu tu nhién hodc chét
tuong tu ctia nd thudc pham vi cia sang ché bt ké kich thuéc méanh hodc loai axit amin
mién 1a chiing c6 hoat tinh cta ctia enzym tri li€u.

Chét tuong tu enzym tri liéu c6 thé bao gém chit twong tu sinh hoc hodc chét
cai tién sinh hoc cua enzym tri liéu twong tmg. Vi du, lién quan dén chit tuong tu sinh
hoc, xem xé€t dén sy khéac nhau & vat chu vé su biéu hién ctia n6 so v6i enzym tri lidu da
biét, sy khac nhau & déc diém glycosyl hoa va mitc do cta nd, va su khac nhau ¢ muc
do thay thé & gdc axit amin cu thé ctia enzym tuong ng v& mit trinh ty tiéu chuén trong
d6 mirc do thay thé 1a khong phai thé 100%, ching thudc vé enzym twong tu sinh hoc
dwoc st dung lam protein dung hop enzym theo sang ché. Enzym tri liéu co thé dugc
san xuét bang phuong phéap da biét trong linh vyc k¥ thudt, cu thé 12 bang cach tai t6
hop gen & té bao dong vat, E. coli, nidm men, té bao con trung, té bao thuc vat, dong vét
sbng, v.v., va khong gi¢i han & cac phuong phap san xuét nay, va cdc enzym thuong
mai ¢6 sin c6 thé dugc mua va st dung, nhung kKhong gi¢i han ¢ cdc enzym nay.

Ngoai ra, enzym tri li€u co thé bao gdm trinh ty axit amin ¢6 do tuong dong it

12



49189

13/58

nhéit 60%. 70%, hodc 80%, cu thé hon 1a 90%, va tham chi cu thé hon 1a 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% hodc cao hon so v6i cdc enzym néu trén
hodc chét twong tu ctia nd, va enzym tri liu co thé thu duoc tir vi sinh vat bang k¥ thuat
tai t6 hop hodc cac enzym tri liéu co sin thwong mai, tuy nhién khong gi6i han ¢ cac
enzym tri liéu nay.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngt “d6 twong dong” dung dé chi
muc do giéng nhau cia trinh tu axit amin kiéu dai hodc trinh tu nucleotit kiéu dai, va su
so sanh do tuong dong co thé dugc thuc hién bang mat thuong hodc st dung chuong
trinh so sanh ma c6 thé dugc mua dé dang. DO tuong déng gitra hai hodc nhiéu trinh tu
6 thé dugce tinh toan dudi dang phan trim (%) st dung chuong trinh may tinh thuong
mai. Do tuong déng (%) c6 thé duoc tinh todn cho céc trinh tu lién ké.

Thong tin trén trinh tu cia enzym tri liéu hodc chit trong tu cta nd va trinh tu
nucleotit ma hoa enzym tri liéu nay c6 thé thu dugc tir dit liéu da biét (vi du, NCBI, v.v.).

Enzym tri li€u c6 thé dugc tao ra hodc san xuét bang phuong phap da biét trong
linh vuc k§ thudt, va cu thé 13, enzym co thé dugc tinh sach tir mau nudi céy sau khi
nuoi céy té bao dong vat ma vecto biéu hién cta dong vét dugc chén vao do, hodc co
thé dugc st dung sau khi mua enzym c6 sin thuong mai, tuy nhién khong gi¢i han ¢ cac
enzym nay.

Protein dung hgp enzym theo sang ché c6 thé 1a protein trong d6 enzym tri lidu
va vung Fc globulin mién dich dugc dung hop thdong qua cau ndi peptit. Tuc 13, L hodc
L' ¢6 cong thirc 1 ¢o thé 1a cAu ndi peptit, tuy nhién khong gidi han cu thé & L hodic L’
mién la chung ¢6 thé dung hop vung Fc globulin mién dich v4i enzym tri liéu.

CAu ndi peptit co thé bao gém it nhAt mét axit amin, vi dy, tir 1 dén 1.000 axit
amin, cau nbi peptit batky da biét trong linh vuc k¥ thuat (vi du, bao gbm cau nbi [GS]x,
cAu nbi [GGGS]x, va cAu ndi [GGGGS]x, v.v., trong d6 x 1a sb tu nhién béng 1 hodc 16én
hon (vi du, 1, 2, 3, 4, 5, hodc 16n hon), tuy nhién khong gi6i han & cac cau ndi peptit
nay. Cu thé 1a, cAu ndi peptit theo sang ché c6 thé bao gom tir 10 dén 50 trinh tu axit
amin, va cu thé hon 13 tir 20 dén 40 trinh tu axit amin, va c6 thé bao gém trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 11.

P6i vai muc dich cua sang ché, vi tri ma tai d6 cau ndi peptit duge dung hop véi
enzym tri liéu va Fc globulin mién dich khong bi gi¢i han, mi2n 13 cAu ndi peptit c6 thé

lién két enzym tri liéu va Fc globulin mién dich ddng thoi duy tri hoat tinh ciia enzym
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tri liéu, cu thé 13, ca hai dAu cta enzym tri liéu va vung Fc globulin mién dich, va cu thé
hon, ddu C cua enzym tri liéu va dau N cta vung Fc globulin mién dich, tuy nhién khong
giGi han ¢ cac vi tri nay.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, cac thudt ngt “dau N” va “dau C” dung
d8 chi diu amino va dau cacboxyl cua protein, tuong ung. Vi du, “dau N” hoidc “dau C”
¢6 thé bao gdm khdng chi cac gbc axit amin gin dAu nhét ctia dAu N hodc dau C, ma con
céc gbe axit amin lidn ké v6i gbce axit amin clia diu N hodc dau C, va cu thé 1a, gde axit
amin thir nhat dén gdc axit amin tha 20 tlr dau cudi cua nod, tuy nhién khong gi6i han ¢
cac dau N hodc dau C ndy.

Theo phuong an cua sang ché, protein dung hop (SEQ ID NO: 13) trong do dau
N ctia IgG4 dugce dung hop véi dau C cta enzym tri liéu dugc tao ra béng cach téng hop
sao cho alpha-galactosidaza (enzym tri liéu) dugc dung hgp véi cau ndi-IgG4 & muc dd
gen, va dd xac nhan rang protein dung hop dugc bidu hién trong thé bién nap ma protein
dung hop dugce bién nap vao (vi du 2).

Theo sang ché, cau ndi peptit co thé 1a ciu ndi ma duoc lién két v6i mdi ving
Fc globulin mién dich cta dime dugc tao thanh bdi ving Fc globulin mién dich cta
monome, va cau ndi dugc lién két v4i mdi ving Fe globulin mién dich c6 thé 12 cing
mot loai hodc khéc loai.

Vung Fc globulin mién dich, ma 1a gbc ctia protein dung hop enzym theo sang
ché, co thé 1a ving ma trong d6 dime dugc tao thanh gitta cac vung Fc globulin mién
dich cua mdi monome.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thut ngt “vung Fe globulin mién dich”
dung dé chi ving cua phén tir globulin mién dich bao gdm vung hing dinh chudi nang
2 (CH2) va/hodc vung hing dinh chudi ndng 3 (CH3), ngoai trir ving bién ddi ciia chudi
ning va chudi nhe. DPéi véi muc dich cla sang ché, ving Fc globulin mién dich nay c6
thé bao gdm ving ban 1& duge bién ddi, tuy nhién khong bi gidi han ¢ d6. Cu thé 13,
vung Fc globulin mién dich c6 thé 12 ving ma c6 bién ddi duoc chon tr nhom bao gbm
bién dbi thay thé, thém, bét, cai bién, va td hop céc bién doi nay & it nhAt mot axit amin
cua ving Fc globulin mién dich ty nhién, tuy nhién khong gidi han ¢ cac vung Fc
globulin mién dich nay.

Vung Fc globulin mién dich 1a nguyén liéu dugc st dung lam chét mang trong

san xuét thudc, va cac nghién ctru protein dung hop sir dung vung Fc globulin mién dich
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d3 duoc tién hanh tich cuc gan day dé 8n dinh protein va ngan can ching khong bi loai
bd khoi than. Globulin mién dich 1a thanh phﬁn chinh cia mau, va c6 nam loai khac
nhau (tuc 13, IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE). Loai dugc st dung thuong xuyeén nhét cho
cac nghién ctru protein dung hop l1a IgG, va loai nay dugc phén thanh bdn phan nhom.
Protein dung hop duoc san xuit st dung Fe globulin mién dich ¢6 thé lam ting kich
thugc protein va qua d6 ngin can ching bi loai bé & thén va con lién két voi thy thé
FcRn, va do d6 déng vai trd 1am tang thoi gian ban hiy trong mau thong qua qué trinh
nhép bao va ludn chuyén vao té bao.

Vung Fc globulin mién dich nay c6 thé bao gdbm ving ban 1& & ving hang dinh
chudi ning, va vung Fc globulin mién dich monome c6 thé tao thanh dime do vung ban
18, tuy nhién khong gidi han & cac vang Fc globulin mién dich nay. Ngoai ra, ving Fc
globulin mién dich theo sang ché ¢6 thé 1a vung Fc dugce kéo dai bao gdm tat ca hodc
mot phan cta ving hang dinh chudi ning 1 (CH1) va/hodc ving héng dinh chudi nhe 1
(CL1), trr vung bién ddi cta chudi ning va chudi nhe cta globulin mién dich, mién 1a
vung Fc globulin mién dich c6 hiéu qua gidng hogc vu viét hon ving Fe globulin mién
dich cta loai tu nhién. Ngoai ra, vung Fc globulin mién dich theo sang ché ¢co thé 1a
viung ma trong d6 mot phan cua trinh ty axit amin dai dang ké twong tmg v6i CH2
va/hodc CH3 dugc loai bo.

Cu thé 13, viung Fc globulin mién dich theo sang ché co thé 1a vung dugc chon
tir nhém bao g61n (a) mién CH1, mién CH2, mién CH3, va mién CH4; (b) mién CH1 va
midn CH2: (¢) mién CH1 va mién CH3; (d) mién CH2 va mién CH3; va () t6 hop gitta
mot hoac hai hodc nhiéu mién trong s6 mién CH1, mién CH2, mién CH3, va mién CH4
va ving ban 1& globulin mién dich hodc mot phan ctia ving ban 18, tuy nhién khong gidi
han & cac vung Fc globulin mién dich nay. Cu thé hon, vung Fc globulin mién dich ¢6
thé 1a ving ma bao gdm ving ban 18, mién CH2, va mién CH3, tuy nhién khong giéi
han & cac vung Fc globulin mién dich nay.

Theo mot phuong an, vung ban 18 ¢6 thé 12 ving ma trong d6 mot phan ctia trinh
tu ban 18 ¢6 trinh tu axit amin sau ddy dugc loai bo hoac bién dbi.

Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro (SEQ ID NO: 14)

Cu thé 13, ving ban 1& ¢6 thé 1a ving c6 bién ddi ma tai d6 mot phan ctia ving
ban 1& duoc loai bo dé chi bao gdm gbc cystein (Cys); hodc co thé 1a ving ma tai d6 gbc

serin (Ser) c6 sy trao doi chudi duogc thé bing goc prolin (Pro), va cu thé hon, ving ma
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tai d6 serin tht hai cua trinh ty ban 18 duge thé bing gbc prolin, tuy nhién khong gidi
han & cac vung ban 18 nay.

Theo sang ché, ving Fc globulin mién dich c6 thé 1am tang dd 6n dinh ctia enzym
tri liéu dugc dung hop ddng thoi ngan can trao ddi chudi va tao thanh monome ¢ vung
Fc bang cach bao gém vung ban 1& & dang tu nhién ctia né hodc vung ban 18 dugc bién
doi.

Theo séng ché, ving Fe globulin mién dich c6 thé & dang monome, tuy nhién
khong gi6i han & cac ving Fe globulin mién dich nay. Cu thé 1a, vung Fc globulin mién
dich ma dugc biéu thi 1a F & cong thiic 1 néu trén co thé & dang monome va dugc bicu
hién boi sy dung hop v6i enzym tri liéu monome thong qua cAu nbi peptit. Boi vi
monome cua vung Fc globulin mién dich tao thanh dime, enzym tri li¢u dugc dung hop
véi vung Fe globulin mién dich c6 thé tao thanh dime bang lién két khong cong hoa tri,
tuy nhién khong bi gi¢i han & do.

Vung Fc globulin mién dich duoc st dung lam chét mang thubc c6 han ché 1a
n6 c6 thé gay ra dap ung mién dich khong mong mudn, vi du, ¢6 chirc nang cua co quan
phan tng lai kich thich nhw gay doc té bao qua trung gian t& bao phu thudc khang thé
(ADCC) va gy doc té bao phu thude bd the (CDC). Céc chie nang ndy xay ra thong
qua viéc lién két ving Fe globulin mién dich vdi thu thé Fc hodc bd thé, hodc qua trinh
glycosyl hoa cua ving Fc. Ngoai ra, rat c6 kha ning xay ra su mét On dinh ctia chinh Fe
in vivo.

Theo sang ché, cac tac gia sang ché da c6 nhidu nd luc dé giai quyét van d& néu
trén bang cach thay thé trinh tu ctia ving ban 1& & vung Fc globulin mién dich. Cu thé
1a, ving Fc globulin mién dich theo sang ché c6 thé 12 ving ma trong do trinh tu glycosyl
hoéa tiém nang dugc thay thé dé didu hoa qué trinh glycosyl hoa hodc trinh tu cO su trao
dbi chudi duge thay thé, hodc c6 thé twong Umg ca hai truong hop. Cu thé hon, ving Fc
globulin mién dich cua protein dung hop enzym theo sang ché c6 thé 14 ving ma trong
do khong xay ra trao d6i chudi.

Cu thé 13, ving Fc globulin mién dich theo sang ché c6 thé 1a ving ma trong do
axit amin tht 2 va/hodc axit amin thir 71 cua vung Fe globulin mién dich cua SEQ ID
NO: 8 duoc thé bang axit amin khac dé ngin can sy trao ddi chudi va N-glycosyl hoa.
Cu thé hon, ving Fe globulin mién dich theo séng ché c6 thé 12 1) ving ma trong d6 axit

amin thu 2 (tic 13, serin) dugc thé bang prolin, 2) ving ma trong d6 axit amin thir 71
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(trc 13, asparagin) duoc thé bing glutamin, hodc 3) vung ma trong d6 axit amin thur 2
duoc thé bé“mg prolin va axit amin tha 71 dugce thé b%lng glutamin, va cy thé 1a ving Fc
globulin mién dich dugc thé hién béi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9, tuy
nhién khong giéi han & cac ving Fe globulin mién dich nay. Ngoai cac bién ddi duogc
mé 4 & trén, vimg Fe globulin mién dich c6 thé bao gom cac bién ddi thich hop khac
nhu chit mang thubc dé tang do dn dinh cta enzym tri ligu.

Cu thé 13, ving Fc globulin mién dich ¢6 thé 13 ving ma trong d6 ving ban 18
ctia Fe globulin mién dich IgG4 duoc thé bang ving ban 18 IgG1, tuy nhién khong gidi
han & céc ving Fe globulin mién dich nay.

Theo phuong 4n cua sang ché, axit amin tht 2 ctia Fc globulin mién dich duogc
thé bang prolin va axit amin th@t 71 ctia Fc globulin mién dich duoc thé bang glutamin,
va qua do lam giam sy trao d6i chudi va N-glycosyl hoa (vi du 1).

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thuat ngi “trao ddi chudi” diing dé chi
vin d& ma trong d6 khi Fc IgG4 dugc st dung lam chit mang cla thé dung hop protein,
Fc IgG4 tao thanh thé 1ai véi IgG4 c6 mit in vivo hodc c6 mit dudi dang monome va
thay doi cAu tric gbe dé co chu trc c6 hoat tinh tri liéu thap, va da duoc ghi nhan trude
day riang c6 sy khac nhau déng ké khi thé dung hop protein, ma trong do protein duoc
dung hop, dugc str dung cho muc dich tri liéu (van der Neut Kolfschoten, ef al., Science,
317:1554 dén 1557.2007).

Ngoai ra, theo mot phuong an cu thé khac, vung Fe globulin mién dich theo sang
ché khong chi bao gbm trinh ty axit amin ty nhién ma con bao gdm chét tuong tu trinh
tu ctia nd. Chét tuong ty axit amin c6 nghia ring bién ddi duoc chon tir nhém bao gdm
bién dbi thay thé, thém, bot, cai bién, va td hop cua céac bién ddi nay xay ra ¢ it nhét mot
géc axit amin cua trinh ty axit amin ty nhién.

Vi du, gbc axit amin & vi tri tir 214 dén 238, tir 297 dén 299, tir 318 dén 322,
hoac tur 327 dén 331 ¢ Fc IgG, ma dugc biét ¢én 1a quan trong cho lién Kkét, c6 thé duogc
stt dung lam vi trf thich hop cho bién dbi.

Ngoai ra, nhiéu loai chét tuong tu co thé dugc st dung, vi du, chit ma & d6 vung
c6 kha ning tao thanh lién két disulfua duoc loai bd; chét ma tai d6 mot s6 axit amin
dau N tir Fe tu nhién dugc loai bo; chét ma tai do géc methionin dugc bd sung vao dau
N ctia Fe tu nhién, v.v.. Ngoai ra, vi tri lién két bd sung (vi du, ving lién két C1q) hodc

vi tri gdy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC) ¢6 thé duoc loai
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b6 dé loai bé chitc ning cua co quan phan ung lai kich thich. Cac ky thuét d8 tao ra chét
twong tu trinh tuy ctia vung Fc globulin mién dich dugc boc 1§ trong cong bb quéc té
sb6 WO 97/34631, WO 96/32478, v.v..

Céc axit amin thay thé & phan ti protein hodc peptit khong lam thay d6i toan bo
hoat tinh ctia phén tir & duge biét dén trong linh vuc k¥ thuat (H. Neurath, R. L. Hill,
The Proteins, Academic Press, New York, 1979). Su thay thé thong thuong nhit xay ra
gilra géc axit amin cua Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn,
Ala/Val, Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Lew/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, va
Asp/Gly. Trong mot sb truong hop, axit amin co thé duoc bién dbi bang cach phosphoryl
hoéa, sulfat hoa, acryl héa, glycosyl héa, metyl hoa, farnesyl hoa, axetyl héa, amit hoa,
V.V..

Ngoai ra, chét tuong tu Fc duge mo ta & trén co thé 1a chat ma c6 hoat tinh sinh
hoc giéng ving Fe theo sang ché, nhung c6 do dn dinh ciu tric cta vung Fe chéng lai
nhiét, pH, v.v. tdt hon.

Ngoai ra, ving Fc nay co thé thu duoc tr loai tw nhién dwgc phén lap tur ngudi
hodc dong vat (vi du, bd, dé, lon, chudt, thd, chuot déng, chuot céng, chudt lang, v.v.)
hodc co thé 12 cht tai to hop hodc chét twong tu ctia n6 thu duoc tir té bao dong vat hodc
vi sinh vat duoc bién nap. Trong sang ché nay, ving Fc ¢ thé thu dugc tir Fe tu nhién
bang cach phan 1ap ca globulin mién dich tr co quan clia ngudi hodc dong vat va xur ly
v6i proteaza. Papain tiéu hoa vung Fc tu nhién thanh Fab va vung Fc, va viéc xt ly
pepsin dan dén san xuét manh pF'c va F(ab),. Cac manh nay dugc cho trai qua sic ky
rdy phan tu dé phan 1ap Fc hodc pF'c. Theo phuong 4n cu thé khéc, vung Fc ¢6 thé 1a
vung Fc globulin mién dich tai td hgp ma & do ving Fc c6 ngudn gbc tir nguoi thu duge
tur vi sinh vat.

Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich c6 thé & dang glycan tu nhién, glycan tang
hodc giam so véi loai tu nhién cia n6, hodc 6 dang khtr glycosyl hoa hodc aglycosyl hoa.
Viéc ting, giam hodc loai bo glycan Fe globulin mién dich c6 thé dat dugc bang cach
phuong phap thong thuong nhu phuong phap hoa hoc, phuong phap enzym, va phuong
phap k¥ thudt gen s dung vi sinh vat. Cu thé, ving Fc globulin mién dich ma tai do
glycan dugc loai bo khoi ving Fe the hién sy gidm ddng ké & & luc lién két v6i bd thé
(C1q) va giam hodc loai bo sy gy doc té bao phu thudc khang thé hozc gy doc té bao

phu thudc bd thé, va do d6 khong gay ra ddp tng mién dich khong can thiét in vivo. V&
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didu nay, vung Fc globulin mién dich & vung Fc globulin mién dich dugc khir glycosyl
hoa hodc aglycosyl hoa ¢ thé 1a dang thich hop hon dé phtt hgp muc dich ban dau cua
sang ché nhu chit mang thudc.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngt “khir glycosyl hoa” dung aé

~, 66

chi viéc loai bo gbc duong khoi ving Fe boi enzym, va thuat ngit “aglycosyl hda” dung
dé chi ving Fc khdng bi glycosyl hoa dugc tao ra & sinh vat nhan so, cu thé hon, E. coli.

Trong khi d6, ving Fc globulin mién dich c6 thé c¢6 ngudn gbe tir nguoi hodc
dong vat (vi du, bo, dé, lon, chudt, tho, chudt déng, chudt céng, chudt lang, v.v.), va
theo phuong an cu thé hon, n6 co6 thé ¢6 ngudn gbc tir ngudi.

Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich c6 thé 1a ving Fc ¢6 ngudn gbe tir IgG,
IgA, IgD, IgE, 1gM, hodc t6 hop hodc thé lai cua chung. Theo phuong an cu thé khac,
né ¢6 thé c6 ngudn gbc tir IgG hodc IgM, mot trong s6 cac protein ¢6 nhiéu nhét trong
mau ngudi va theo phuong an cu thé khac nita, n6 c¢6 thé c6 ngudn gbe tir [gG, ma duge
biét dén 1a tang cuong thoi gian ban huy cia protein lién két phdi tir. Theo phuong dn
cu thé khac, ving Fc globulin mién dich ¢c6 thé 1a ving Fc IgG4, theo phuong an cu thé
khac nita, n6 c6 thé 1a ving Fc aglycosyl hoa co ngudn gbc tir [gG4 clia nguoi, va theo
phuong an cu thé nhéat, trinh tu axit amin cua ving Fc globulin mién dich la SEQ ID
NO: 9 va trinh tu polynucleotit ma hoéa trinh tu axit amin ¢6 thé 1a SEQ ID NO: 7, tuy
nhién khong gi¢i han & cac vung Fc globulin mién dich nay.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thudt ngi “t5 hop” c6 nghia 1a polypeptit
mi héa viung Fc globulin mién dich chudi don c6 cling ngudn gbc dugc lien két v6i
polypeptit chudi don khéc ngudn gbc dé tao thanh dime hogc da phén. Tic 1a, dime hoac
da phén co thé duoc tao ra tir hai hodc nhiéu manh dugc chon tir nhdm bao g61n manh
Fc ctia Fe IgG, Fe IgA, Fe IgM, Fe IgD, va Fe IgE.

Ngoai ra, enzym tri liéu hodc protein dung hop enzym theo sang ché ¢6 thé 1a
enzym ma tai do dau N va/hoic dau C cua protein khong dugc bién ddi, tuy nhién, dé
bao vé enzym tri liéu khoi proteaza va tang do on dinh cua enzym tri liéu in vivo, cac
enzym tri liéu nay hodc protein dung hop enzym ma tai d6 dau N va/hodc dau C cla
enzym tri liéu dugc bién dbi héa hoc hoge duge bao vé béi nhom hiru co, hoge dAu amin
cua enzym tri liéu dugc bién dbi bing cach thém axit amin, v.v. cling dugc bao gdm
trong pham vi cta protein theo sang ché. Khi dau C ctia enzym tri liéu khong dugc bién

dbi, dAu cubdi ctia enzym tri liéu hodc protein dung hop enzym theo sang che ¢6 thé co
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dau cacboxyl, tuy nhién sang ché khéng bi giGi han cu thé & cac enzym tri liéu hodc
protein dung hop enzym nay.

Cu thé, boi vi dau N va dau C cua protein duogc téng hop héa hoc c6 dién tich,
diu N c6 thé duge axetylat héa va/hodc diu C 6 thé duge amit hoa dé loai bo céc dién
tich nay, tuy nhién khong gidi han cu thé & cac phuong phap nay.

Trir khi chi ra cu thé khac trong ban mo ta, cc k¥ thuat lién quan dén “enzym”
hodc “protein dung hgp” theo sang ché dugc mo ta chi tiét trong ban mo ta hodc yéu cau
bao hd cua sang ché s& duogc ap dung khong chi d6i v6i enzym hodc protein dung hop
theo sang ché, ma con ap dung v6i pham vi ma bao gdm tAt ca cac mudi clia enzym hoac
protein dung hop theo sang ché (vi du, mudi duge dung cua protein dung hop), hodc
solvat ctia chung. Theo d6, mac du chi dugc dé cap don gian 12 “enzym” hodc “protein
dung hop” trong ban mo ta, phan mo ta d6i twong sé duge ap dung vdi mubi cu thé,
solvat cu thé, va solvat cu thé ctia mudi cu thé. Cac dang mubi ndy c6 thé & dang, vi du,
stt dung mubi duoc dung bét ky, tuy nhién khong gidi han cu thé & loai mudi nay. Céc
dang mudi nay c6 thé 1a, vi du, dang mubi an toan va hiéu qua cho dong vat c6 vu, tuy
nhién khong gidi han cu thd & cac dang mubi nay.

Nhu duogce st dung trong ban md ta nay, thuat ngtt “dugc dung” dung dé chi
nguyén li¢u ma co thé dugc str dung hiéu qua cho muc dich st dung ma khong gay doc
qué murc, gy kich thich hodc phan ing di tng, v.v., nam trong pham vi quyét dinh y
duogc.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngi “mudi duge dung” dung aé
chi mudi ¢6 nguén géc tir mudi vo co, mudi hitu co, hodc bazo dugce dung. Vi du vé céc
axit thich hop co thé bao g61n axit clohydric, axit bromic, axit sulfuric, axit nitric, axit
perchloric, axit fumaric, axit maleic, axit phosphoric, axit glycolic, axit lactic, axit
salicylic, axit sucxinic, axit toluen-p-sulfonic, axit tartaric, axit axetic, axit xitric, axit
methanesulfonic, axit formic, axit benzoic, axit malonic, axit naphtalen-2-sulfonic, axit
benzenesulfonic, v.v.. Vi du vé céc mubi c6 ngudn gdc tlr bazo thich hop co6 thé bao
gém kim loai kiém nhu natri, kali, v.v.; kim loai kidm thd nhu mangan; amoni, Vv.v..

Ngoai ra, nhu dugc sir dung trong ban md ta nay, thuét nglt “solvat” dung dé chi
phirc hop dugce tao thanh gitra phan tr dung moi va enzym, protein dung hop theo sang
ché, hoic mudi clia no.

Protein dung hop enzym theo sang ché c6 thé duoc san xult bang phuong phap
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d3 biét trong linh vuc k¥ thuat.

Theo phuong an cua sang ché, vecto tai td hop dugc tao ra ma tai d6 alpha-
galactosidaza (t@c la, enzym tri liéu) co thé dugc biéu hién & dang dugc dung hop voi
cAu nbi peptit-Fc globulin mién dich, va enzym tri liéu dugc tao ra bé‘mg cach biéu hién
né trong dong té bao CHO (vi du 1 va 2).

Tuy nhién, protein dung hop enzym theo sang ché c6 thé duoc san xuit bang cac
phuong phép khac cac phuong phap duge md ta & cic phuong an néu trén. Protein dung
hop enzym theo sang ché c6 thé bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 13,
tuy nhién sang ché khong bi gi¢i han & cac trinh ty axit amin nay.

Protein dung hgp enzym theo sang ché c6 thé 1am ting thoi gian ban huy cua
enzym tri liéu ma c6 hiéu qua tri lieu ddi vai LSD, béng cach lam tang do 4n dinh in
vivo cuia enzym tri liéu ddng thoi duy tri hoat tinh cua enzym tri liéu, bang cach dung
hop enzym tri liéu véi vang Fe globulin mién dich. Cu thé, enzym tri liéu dugc dung
hop véi vung Fc globulin mién dich dugc bién dbi lam giam sy trao d6i chudi va
glycosyl hoa, va do do c6 thé c6 ai luc lién két thAp hon dbi v6i thu thé tiéu thé so vai
enzym tri liu ma Fc khong dugc dung hop vao do, va qua do6 co thé 6 thoi gian ton tai
1au, chirng thuc rang enzym tri liéu nay c6 hi¢u qua diéu tri LSD.

Mot khia canh khac nita cla sang ché d& xuét duoc phém ngédn chdn hoac diéu
tri LSD chira protein dung hop enzym lam thanh phéan hoat tinh.

Duoc phém theo sang ché dic trung & chd thoi gian ton tai in vivo va dd 6n dinh
clia enzym tri liéu dugc ting 1én.

Cu thé 13, protein dung hop enzym cua dugc pham theo sang ché 6 thé 12 protein
ma trong d6 alpha-galactosidaza A va vung Fc globulin mién dich dugc dung hop cung
nhau, tuy nhién sang ché khong bi gi¢i han ¢ cac protein dung hop nay.

Ngoai ra, duogc pham theo sang ché ¢6 thé 1am dugce phdm ma trong d6 alpha-
galactosidaza A (tirc 13, enzym tri liéu) & protein dung hop cling ¢6 thé tao thanh dime
khi vung Fc globulin mién dich tao thanh dime, va cu thé hon, dime cua alpha-
galactosidaza A 1a dime duoc tao thanh boi lién két khong cong hoa tri 14n nhau, va cu
thé, n6 dic trung & chd dime duge tao thanh theo huéng ddi song song.

Nhu duge str dung trong ban md ta nay, thuat ngr “tigu thé”, 1a mot bao quan ¢
trong té bao chét, chtra nhiéu enzym xuc tac thily phan va do d6 phan giai nguyén liéu

khong mong mudn trong co thé nhu dai phan tt, vi khuan, v.v., va hd trg trong viée st
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dung cac san phim phén giai ¢ cac phan khac cta té bao. Chirc ning cua ti€u thé c6 thé
duoc thuc hién bdi nhiéu enzym. Khi enzym cu thé mét chic ning cua nd do bién dbi,
thiéu hut, v.v., nd c6 gy ra mét chtrc nang phén giai cla tiéu thé va dan dén tich tu dai
phan tt, v.v., ma phai dugc phin giai, trong té bao va gay hu hong té bao, v.v. do d6 gy
bénh.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuat nglt "bénh tich tu cac chét trong
tidu thé (lysosomal storage disease - LSD)” dung dé chi bénh di truyén hiém do mét
chirc nang tiéu thé dugc md ta & trén, va liéu phap thay thé enzym st dung enzym khiém
khuyét 1a can thiét. LSD c6 thé bao gdbm bénh tich tu mucopolysaccarit (MPS), bénh
tich tu glycogen, bénh tich tu sphingolipit, bénh Niemann-Pick, bénh Fabry, bénh
Gaucher, hdi chirng Hunter, hoi chimg Maroteaux-Lamy, v.v..

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “bénh Fabry”, 1a bénh LSD,
duoc di truyén dudi dang lan lién quan dén nhidm séc thé gidi tinh va gdy ra béi sy bat
hoat X. Bénh Fabry la rdi loan chuyén héa bam sinh glycosphingolipit ma xay ra do
khong c6 hodc thiéu hoat tinh cta alpha-galactosidaza A, ma 1a enzym xuc tac thiy phan
c6 mat trong tiéu thé. Su khiém khuyét & alpha-galactosidaza A duoc biét dén 1a gay ra
tich tu bét thuong cua globotriaosylceramit (Gb3) ¢ thanh tinh mach va nhiéu phan ctia
co thé (vi du, da, than, tim, hé than kinh, v.v.) va do d6 anh hudng tudn hoan mau va
lam giam viéc cung cip chit dinh dudng. Céc trigu ching cia chirng giam tiét md hoi
(khong tiét md hoi), cam gidc kién bo, dau dit doi, dau thét nguc, mo giac mac, thiéu
mau co tim, nhdi mau co tim, suy than, v.v. ¢6 thé duogc biéu hién, dan dén suy than va
cudi cing dan dén ti vong.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thudt nglr “ngan ngua” dung 8 chi tat
ca cac hanh dong ngdn chan hodc tri hodn su xuét hién ctia LSD bang cach dung protein
dung hgp enzym hodc dugc pham chia protein dung hop enzym, va thuat ngit “diéu tri”
dung dé chi tt ca cac hanh dong cai thién hodc lam thay ddi ¢6 loi cac triéu ching cla
LSD bang cach dung protein dung hgp enzym hodc dugc pham chua protein dung hop
enzym.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “dung” dung dé chi viéc dua
chét cu thé vao bénh nhan bang phuong phap bét ky thich hgp, va duong dung cua dugc
phdm c6 thé 1a duong dung thong thuong ma co thé phan phdi duge phdm dén dich in

vivo, vi du, dung trong bung, tiém tinh mach, dung trong co, dung dudi da, dung trong
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da, dung theo dudng miéng, dung Khu tru, dung trong mili, dung trong phdi, dung trong
rudt, v.v.. Tuy nhién, boi vi peptit bi ti€u héa khi dung theo dudng miéng, thanh phan
hoat tinh cua duoc phém dé dung theo dudng miéng tot hon 1a dugce phu hodc duge bao
ché dé bao vé chéng lai su phan hiy trong da day, va cu thé 1a, c6 thé duogc dung & dang
tiém. Ngoai ra, dugc pham c6 thé duoc dung biang cach sir dung thiét bi nhat dinh ¢6
kha nang van chuyén thanh phan hoat tinh vao té bao dich.

Tong lugng liéu c6 hiéu qua cua dugc pham theo sang ché ¢ thé duge dung cho
bénh nhan & lidu don hodc co thé dugc dung trong thoi gian dai ¢ liéu da theo quy trinh
diéu tri phan tach. O dugc pham theo sang ché, ham lugng cta thanh phan hoat tinh ¢6
thé thay d6i phu thudc vao mirc do nghiém trong ctia bénh. Cu thé 13, tdng lidu hang
ngay cua protein dung hop theo sang ché c6 thé ndm trong khoang tir 0,0001 mg dén
500 mg trén 1 kg trong lugng co thé cta bénh nhan. Tuy nhién, lidu ¢6 hidu qué cia
protein dung hop duge xac dinh khi xem xét dén nhidu yéu t6 khéc nhau bao gdbm tudi
cda bénh nhéan, trong lugng co thé, tinh trang stc khoe, gidi tinh, mic d6 nghiém trong
cua bénh, ché do an, tdc do bai tiét, v.v., ngoai ra con c6 duodng dung va tAn suét diéu tri
cua dugc pham. V& van d& nay, nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét ¢6
thé dé dang xéac dinh liéu c6 hidu qua thich hop dé sur dung cu thé duogc phém theo sang
ché. Duoc pham theo sang ché khong bi gi¢i han cu thé & cach bao ché, duong dung, va
phuong phap, mién 1a né thé hién loi ich cia theo sang ché.

Trong sang ché, lidu thuc té cua protein dung hop enzym dugc st dung lam chat
mang cO thé dugc xéac dinh dya vao loai clia enzym tri liéu dugc su dung lam thanh phﬁn
hoat tinh cung vé1 cac nhiéu yéu t6 khac nhu bénh can didu tri, duong dung, tudi tac,
giGi tinh, va trong lugng cua bénh nhan, muc d6 nghiém trong cua bénh, v.v.. Béi vi
protein dung hop enzym theo sang ché c6 thoi gian ton tai in vivo vugt troi ddng ké, licu,
s6 luong, va tn suit dung dugc pham chta protein dung hop enzym theo sang ché c6
thé duoc giam dang ké.

Dugc phim theo séng ché ¢6 thé con chira chit mang chip nhan dugc trong linh
vuce dugc, ta duge, hodc chét pha loang. Chéit mang chép nhan duoc trong linh vye duge
¢6 thé khong ton tai trong tu nhién.

Nhu duoge st dung trong ban mo ta nay, thuat ngi “dugc dung/chép nhan duogc
trong linh vyc dugc” dung dé chi cac dic tinh c6 lugng du dé c6 hidu qua tri liéu va

khong gy ra tac dung phu, va ¢6 thé d& dang dugc xac dinh boi ngudi co hidu biét trung
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binh trong linh vuc k¥ thuat dya vao cac yéu t§ da biét o trong linh vuc y hoc, nhu loai
bénh, tudi tac, trong lugng, tinh trang stre khoe, giGi tinh, do nhay thudc ctia bénh nhén,
duong dung, phuong phap dung, tAn sudt dung, thoi gian didu tri, (cac) thube duge tron
hodc dugc dung déng thoi, v.v..

Chét mang chip nhan dugc trong linh vyc dugc c6 thé bao gom, dé dung theo
duong miéng, chit két dinh, chét keo, chét tan rd, ta duoc, chét hoa tan, chét phan tan,
chit én dinh, chét tao huyén phu, chét tao mau, chét tao huong vi, v.v.; dé tiém, chét
dém, chét bao quan, chét giam dau, chét hoa tan, chét déng truong, chét dn dinh, v.v.,
c6 thé duoc két hop dé str dung; va dé dung khu tra, bazo, ta duoc, chit 1am tron, chét
bao quan, v.v..

Loai bao ché cta duoc phém theo sang ché c6 thé duoc tao ra khac nhau theo
tung truong hop bang cach két hop v6i chit mang dugc dung dugc mo ta ¢ trén. Vi du,
dé dung theo dudng miéng, dugc pham c6 thé duoc bao ché thanh vién nén, vién tron
det, vién nang, con ngot, huyén phu, si 16, vién nhén, v.v.. Dé tiém, duoc phém 6 thé
dugc bao ché thanh éng thude tiém lidu don vi hogc vét chira da lidu. Ngoai ra, dugc
phém ¢6 thé con duoc bao ché thanh dang dung dich, huyén phu, vién nén, vién nho,
vién nang, dang bao ché giai phong lau dai, v.v..

Trong khi do, vi du vé chit mang thich hop, ta dugc, va chét pha lodng c6 thé
bao gém lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, mannitol, xylitol, erythritol, maltitol, tinh
bot, cao su cay keo, alginat, gelatin, canxi phosphat, canxi silicat, xenluloza, metyl
xenluloza, xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrrolidon, nuéc, metyl hydroxybenzoat,
propyl hydroxybenzoat, bot tan, mangan stearat, diu khoang, v.v.. Ngoai ra, dugc phém
¢6 thé con chira chit 1am déy, chét chéng dong, chét lam tron, chit hat 4m, chét tao
huong vi, chét bao quan, V.v..

Ngoai ra, protein dung hgp enzym co thé dugc st dung bang cach tron véi nhiéu
chit mang chép nhéan dugc trong linh vuc duge dugc cip phép dung lam thude duge
pham nhu mudi sinh 1y hodc dung moéi hitu co. Dé tang do 4n dinh hodc kha ning hép
thy, cacbohydrat nhu glucoza, sucroza, hodc dextran, va chit chéng oxy hoa nhu axit
ascorbic va glutathion, chét tao vong cang, protein khéi luong phan tir thip, hoic chét
6n dinh khéac ¢ thé dugc st dung lam thube duge phém.

Duoc pham c6 thé chira c4c thanh phan néu trén (thanh phan hoat tinh) v6i lugng
12 tir 0,01% dén 99% (khdi lugng/thé tich), tuy nhién khong gi¢i han ¢ lugng nay.
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Mot khia canh khac nita cua sang ché d& xuét polynucleotit ma hoa protein dung
hop enzym theo sang ché.

Polynucleotit ma hoa protein dung hop enzym theo sang ché c6 thé 1a
polynucleotit & dang ma tai d6 mot phén mi hoéa enzym tri liéu va mot phén ma hoa cau
nbi peptit-vung Fc globulin mién dich dugc lién két, va cu thé 13, polynucleotit ma héa
protein dung hop ma tai d6 dau N cta viung Fc globulin mién dich duoc lién két véi dau
C cua enzym tri liéu thong qua cdu ndi GGGGS, tuy nhién khong gidi han & cac
polycucleotit nay. Cu thé hon, polynucleotit theo sang ché co6 thé bao gom trinh tu cua
SEQ ID NO: 12, tuy nhién khong gi6i han ¢ trinh ty nay mién la polynucleotit c6 thé
ma hoa protein dung hop gilta enzym tri liéu va vung Fc globulin mién dich.

Mot khia canh khéc nita ciia sang ché d& xuAt vecto tai to hop biéu hién bao gém
polynucleotit.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuét ngl “vecto tai td hop” dung dé chi
chu tric ADN ma tai do peptit dich (v du, protein dung hop enzym) duoc li€n két hoat
dong voi trinh tu d6i chtng thich hop dé c6 thé biéu hién peptit dich (vi du, protein dung
hop enzym) & vét chu thich hop. Vecto tai t6 hop theo sang ché c6 thé duoc thiét ké nhu
vecto dé tach dong thong thuong hodc lam vecto bidu hién, va c6 thé dugc thiét ké bang
cach st dung té bao nhan so hodc té bao nhan thuc lam té bao vat chu.

Trinh tu d6i chimg bao gbm ving khai d4u c6 kha nang bt ddu phién ma, trinh
tu van hanh bét ky dé kiém soét phién m4, trinh ty ma hoa vung lien két ribosom mARN
thich hop, va trinh tu kiém so4t su két thuc phién ma va dich ma. Vecto tai td hop, sau
khi duoc bién nap vao té bao vat chi thich hop, c6 thé duge tai ban hodc hoat dong bat
ké bo gen cua vat chu, hodc co thé duoc tich hop vao chinh bo gen cua vat chu.

Vecto tai to hop dugc st dung trong sang ché c6 thé khong bi giGi han cu thé
midn 13 vecto ¢6 thé tai ban & té bao vat chi, va 6 thé dugc thiét ké bang cach st dung
vecto bat ky da biét trong linh vuc k§ thuat. Vi du vé vecto ¢ thé bao gom plasmit tu
nhién hoac tai td hop, cosmit, virut, va thuc khuén. Vecto ma c6 thé dugc st dung trong
sang ché khong bi gioi han cu thé tuy nhién bt ky vecto bidu hién da biét nao déu co
thé dugc str dung.

Vecto tai td hop dugc st dung dé bién nap té bao vat chi dé san xuét protein
dung hop enzym theo sang ché. Ngoai ra, cac té bao dugc bién nap nay, 1a mot phan

theo sang ché, c6 thé dugc su dung dé khuéch dai manh axit nucleic va vecto, hodc
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ching c6 thé 1a té bao dugc nudi ciy hodc dong té bao dugc sir dung trong san xuét tai
t4 hop protein dung hop enzym theo sang ché.

Nhu dugc stt dung trong ban md ta nay, thuat ngir “bién nap” dung dé chi qua
trinh dwa vecto tai tb hop bao gdm polynucleotit ma hoa protein dich (vi du, enzym tri
liéu, protein dung hop enzym) vao té bao vat chu, qua do co thé biéu hién protein dugc
ma hoa boi polynucleotit & té bao vat chi. D6i véi polynucleotit duoc bién nap, khong
¢6 van dé gi néu n6 dugce chén vao nhidm sic thé cua té bao vat chu va nam & do hodc
ndm & bén ngoai nhidm sic thé, mién 1a n6 c6 thé dugc biéu hién & té bao vét chu, va ca
hai truong hop ddu duge bao gom.

Ngoai ra, polynucleotit bao gdbm ADN va ARN ma mai hoa protein dich.
Polynucleotit ¢o thé duoc chén ¢ dang bat ky mién 1a no co thé duoc dua vao té bao vat
cht va duge biéu hién & d6. Vi du, polynucleotit ¢6 thé dwoc dua vao té bao vat chu &
dang bang biéu hién, ma 1a cAu tric gen bao gdm tAt ca cac yéu t6 thiét yéu can dé tu
bidu hién. Bang biéu hién co thé thuong bao gdm vung khoi d3u duoc lién két hoat dong
v6i polynucleotit, tin hi€u két thiic phién ma, vung lién két ribosom, va tin hi¢u két thuc
dich ma. Bang biéu hién ¢c6 thé & dang vecto biéu hién c6 kha nang tu tai ban. Ngoai ra,
polynucleotit ¢6 thé dugc dua vao té bao vat chu nhu 12 va dugc lién két hoat dong v6i
trinh tu can thiét cho sy biéu hién ctia né & té bao vat chu, tuy nhién khong giéi han 0
cac polycucleotit nay.

Ngoai ra, nhu dugc sit dung trong ban md ta nay, thuat nglt “lién két hoat dong”
dung dé chi lién két chttc nang gitra trinh tu ving khoi d4u, ma bét dau va lam trung
gian diéu chinh qua trinh phién ma cta polynucleotit ma hoa peptit dich theo sang ché,
va trinh tu gen néu trén.

Vét cha thich hgp dugc st dung trong sang ché c6 thé khong bi gidi han cu thé
midn 12 no6 co6 thé biéu hién polynucleotit theo sang ché. Vi du vé vat chu thich hop ¢6
thé bao gém vi khun thudc chi Escherichia nhu E. coli; vi khuédn thudc chi Bacillus
nhu Bacillus subtilis; vi khudn thudc chi Pseudomonas nhu Pseudomonas putida nim
men nhu Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, va Schizosaccharomyces pombe;
t& bao con trung nhw Spodoptera frugiperda (S19); va té bao dong vat nhu CHO, COS,
BSC, v.v..

Mot khia canh khac nita cia sang ché d& xuit thé bién nap ma vecto biéu hién

duogc dua vao do.
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Dbi v6i muc dich cia sang ché, thé bién nap ma vecto biéu hién theo sang ché
duoc dua vao do co thé khong bi gi6i han mién 12 thé bién nap c6 thé biéu hién va san
xudt protein dung hop enzym, trir thé bién nap c6 thé vi khuén thudc chi Escherichia
nhu E. coli; vi khuan thudc chi Bacillus nhu Bacillus subtilis; vi khuin thudc chi
Pseudomonas nhu Pseudomonas putida; nim men nhu Pichia pastoris, Saccharomyces
cerevisiae, va Schizosaccharomyces pombe; t¢ bao cdn trang nhu Spodoptera
frugiperda (S19); va té bao dong vat nhu CHO, COS, BSC, v.v..

Mot khia canh khac nita clia sang ché d xuét phuong phéap san xuét protein dung
hop enzym theo sang ché.

Cu thé 13, phuong phap co thé bao gbém (a) nudi chy thé bién nap dé thu mau
nudi cdy; va

(b) thu hdi protein dung hop enzym tir mAu nudi cdy, tuy nhién khong gidi han
& cac phuong phap nay.

Trong sang ché, mai truong duge sir dung trong nudi cdy thé bién nap phai dap
g cac yeu cau cho nudi cdy té bao vat chi theo cach thich hop. Ngudn cacbon ma co
thé c6 trong moi truong dé tang trudng té bao vat chi c6 thé duge lua chon thich hop
theo quyét dinh cta ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat theo loai cua
thé bién nap dugc tao ra tir do, va cac diéu kién nudi céy thich hop co thé duoc lua chon
dé kiém soat thoi gian va luong nudi céy.

Vi du v& ngudn duong dugc sir dung trong moi trudng co thé bao gdbm dudng va
cacbohydrat nhu glucoza, saccaroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bdt, va xenluloza;
diu va chét béo nhu dau dau nanh, dau huéng duong, dau hai ly, va dau dira; axit béo
nhu axit palmitic, axit stearic, va axit linoleic; alcohol nhu glyxerol va etanol; va axit
hitu co nhu axit axetic. Nguyén liéu nay co thé dugc st dung mot minh hodc két hop.

Vi du vé nguén nito duoc sir dung cé thé bao g?)m pepton, chét chiét nAm men,
nudc thit, chat chiét mach nha, nuéc ngdm ngo, bot dau nanh, va uré, hodc hop chét vo
co nhu amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat, va amoni nitrat.
Nguén nito ¢6 thé duoc st dung mdt minh hoéc két hop.

Vi du v& ngudn phospho duoc st dung ¢6 thé bao gdm kali dihydro phosphat
hoic dikali hydro phosphat hodc mubi chira natri twong Gng. Ngoai ra, mdi trudng nudi
cdy co thé chira mudi kim loai nhu mangan sulfat hodc sit sulfat can cho ting truéng.

Cubi cing, nguyén liéu tang trudng thi€t yeu nhu axit amin va vitamin c6 thé
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duoc st dung. Ngoai ra, tién chét thich hop cho méi truong nudi cly c6 thé cling duge
st dung. Cac nguén nay co thé dugc thém mot cach thich hgp vao mau nudi céy b%mg
céch nudi cdy theo mé hodc nuoi cdy lién tuc. pH cla mAu nudi cly duge diéu chinh mot
cach thich hop st dung hop chit bazo nhu natri hydroxit, kali hydroxit, va amoniac,
hoac hop chét axit nhu axit phosphoric hodc axit sulfuric. Ngoai ra, chit tao bot nhu
polyglycol este axit béo ¢o thé duoc thém vao dé ngan chan su tao thanh bot. Ngoai ra,
dé duy tri trang thai ¢6 khi cta mau nuéi cdy, oxy hogc khi chira oxy (v du, khong khi)
¢6 thé dugc bom vao mau nudi chy.

Thé bién nap theo sang ché c6 thé duoc nudi cdy & nhiét do tir 20°C dén 45°C,
va cu thé 1a, tr 25°C dén 40°C. Ngoai ra, vi¢c nudi céy duoc tiép tuc cho dén khi thu
duoc luong tdi da lugng san xuét cta enzym tri liéu hodc protein dung hop enzym mong
mubn, va vé van dé nay, viéc nudi chy thong thuong co thé duoc tiép tuc trong khoang
thoi gian tir 10 gio dén 160 gio.

Nhu dugc md ta & trén, thé bién nap theo sang ché c6 thé san xuét enzym tri liéu
hoic protein dung hop enzym dugc cung cép cac didu kién nudi ciy thich hop theo té
bao vat chu, va enzym tri liéu hoac protein dung hop enzym duogc san xuét theo ciu tao
cta vecto va dac tinh cua té bao vt chii co thé duoc tiét trong té bao chit vao chu chét
cia té bao vat chu hozc ngoai bao.

Protein dugc biéu hién bén trong hodc bén ngoai té bao vat chu ¢ thé duoc tinh
sach boi phuong phap thong thuong. Vi du vé phuong phap tinh sach ¢6 thé bao gdm
loai mudi (vi du, két tia amoni sulfat, két tha natri phosphat, v.v.), két tia dung moi (vi
du, protein két tua ting phé”m st dung axeton hogc etanol, v.v.), thdm tach, loc gel, trao
ddi ion, hodc sic ky nhu sic ky cot pha déo, siéu loc, v.v., va cac phuong phap nay co
thé dugc st dung mdt minh hodc két hop.

Mot khia canh khéc nita cta sang ché dé xuit phuong phap ma bao gbm budc
cho dbi tuong dung protein dung hop enzym hodc duoc pham dé ngan ngira hodc diéu
tri LSD chtta protein dung hop.

Béi vi protein dung hop enzym theo sang ché chtra enzym tri liéu ma c6 thé ngan
ngua hodc diéu tri LSD, LSD ¢6 thé dugc ngin nglra hodc diéu tri béng cach cho dbi
tuong mac LSD dung protein dung hop enzym chira enzym tri liéu hodc dugc phim
chira protein dung hop enzym.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngi “ddi tugng” dung dé chi ddi
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tuong méc bénh LSD, va dbi tuong mac bénh LSD 1a dong vat c6 vi bao g61n nguoi,
chuot cong, gia stc, v.v. ma ¢ hodc c6 nguy co phat trién thanh LSD, tuy nhién bt ky
d6i tugng nao ma co thé dugc didu tri v6i protein dung hop enzym theo sang ché hoic
dugc phim chira protein dung hop enzym déu duoc bao gdm khong gidi han.

Phuong phap theo sang ché c6 thé bao gdm dung lugng co hiéu qua dugce ly cua
dugc pham chita protein dung hop enzym. Tong lwong liéu hang ngay thich hgp cia
dugc pham c6 thé duge xéc dinh trong pham vi danh gid 'y té chinh xéc boi thiy thuée,
va duoc phérn ¢6 thé duogc dung mot 1an hodc mot vai 1an theo liéu dugc chia ra trén
ngdy. Tuy nhién, déi véi muc dich ciia sang ché, t6t hon 1a, 1idu ¢6 hiéu qua tri liéu cu
thé cta duoc pham c6 bénh nhan cu thé bat ky duge ap dung khac nhau phu thude vao
nhiéu yéu & khac nhau bao gbm loai va mirc do dap tmg dat dugc, hdn hop cu thé bao
odm cé chit khac d6i khi dugce st dung thém vao do, tudi ctia bénh nhan, trong lugng,
tinh trang stc khoe, gioéi tinh va ché d6 #n, thoi gian dung, duong dung, tbc do bai tiét
ctia dugc pham, thoi gian didu tri, cac thude khic dugce st dung két hop hodc ddng thoi
v6i hdn hop cu thé, va cac yéu td twong tu da biét ro trong linh vuc y té.

Trong khi d6, phuong phap dé ngan nglra hodc diéu tri LSD c6 thé 1a liéu phap
két hgp ma con bao gdm buéc dung hop chét hodc nguyén lai c6 hiu qua tri liéu cho it
nhit mot LSD, tuy nhién khong giéi han ¢ cac phuong phap nay.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thudt ngi “két hop” phai duogc hiéu 1a
viéc ding dong thoi, riéng biét hodc lién tyc. Khi dung lién tuc hodc riéng biét, khoang
thoi gian cho phép dé ding thanh phan tht hai phai la khoang thoi gian ma khong lam
mét hidu qua ¢ lgi cua clia viéc két hop.

Liéu ding cua protein dung hop enzym c6 hoat tinh tri lidu d6i v6i LSD ¢6 thé
nam trong khoang tir 0,0001 ng dén 500 mg trén 1 kg trong luong co thé cia bénh
nhén, tuy nhién khong gi6i han cu thé & cac lidu nay.

Mot khia canh khac nita cua sang ché dé xuét viéc st dung protein dung hop
enzym, hodc dugc pham chira protein dung hop enzym dé bao ché thude (hodc duge
phim) dé ngan ngra hodc diéu tri LSD.

Sau day, sang ché s& duoc md ta chi tiét hon v6i tham chiéu dén cac vi du sau.
Tuy nhién, cac vi du nay chi nhim muc dich minh hoa va khong lam gi¢i han pham vi

cua sang ché.
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Vidu 1: San xuét protein dung hop enzym
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Pé san xudt protein dung hop enzym bao gdm enzym tri liéu & dang dime doi

song song, cac tac gia sang ché da dung hop alpha-galactosidaza tu nhién, cau ndi (SEQ

ID NO: 10), va ving globulin mién dich Fc (SEQ ID NO: 7) & mtrc d§ gen, va chen san

pham dung hop vao vecto biéu hién.

Pé loai b vi tri dé trao dbi chudi va N-glycosyl hoa & ving Fc cta protein dung

hop duoc thiét ké, str dung ky thudt PCR gdy dot bién gen huéng ving.

Cu thé 13, axit amin thir 2 ctia ving Fc (tac 13, serin) ¢o trao d6i chudi dugc thé

bang prolin s dung mdi (SEQ ID NO: 1 va 2), va axit amin thlr 71 cua vung Fe (tuc 13,

asparagin) c6 N-glycosyl hoa dugc thé bang glutamin st dung mdi (SEQ ID NO: 3 va
4) tr ving Fe (SEQ ID NO: 8).

Bangl: Mbi dé gay dot bién gen

Moi

Trinh tu

SEQ ID NO

Fc(S2P) F

5'-
CTGGCGGTGGCGGATCGCCACCATGCCCAGCA
CCTGAGTTCCT-3'

1

Fc(S2P) R

5'-
AGGAACTCAGGTGCTGGGCATGGTGGCGATCC
GCCACCGCCAG-3'

Fc(N71Q)_F

5'-
AGCCGCGGGAGGAGCAGTTCCAAAGCACGTAC
CGTGTGGTCAG-3'

Fc(N71Q) R

5
CTGACCACACGGTACGTGCTTTGGAACTGCTCC
TCCCGCGGCT-3'

Polynucleotit mad hoa protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc¢ dugc tbng hop

duoc cheén vao vecto biéu hién (vecto XOGC) sit dung enzym cat gii han. Ca BamHI

va Xhol déu 13 enzym cit gi6i han ma khong phin cit alpha-galactosidaza va vung
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globulin mién dich Fe. Alpha-galactosidaza—Fc dugc phan cit voi enzym gidi han & trén
dugc chén vao vecto XOGC dugce phén cit v6i cing mot enzym gidi han, va do d6 vecto
¢6 kha nang biéu hién protein dung hop alpha- galactosidaza—Fc¢ duoc hoan thién. Alpha-
galactosidaza tao thanh dime dbi song song khi ving Fc globulin mién dich tao thanh
dime.

Trinh tu ADN va protein cta alpha-galactosidaza—Fc dugc thé hién & bang 2
dui day, trong d6 phin gach chan thé hién trinh ty tin hiéu, phén in d4m thé hién axit

amin duoc thé, va phan in nghiéng thé hi¢n cau noi.

Bang 2: ADN trinh tu va protein trinh tu cua protein dung hop enzym

Tén Trinh tu SEQID
NO
alpha- ADN | ATGCAGCTGA GGAACCCAGA ACTACATCIG
Galactosidaz GGCTGCGCGC TTGCGCTTCG CTTCCTGGCC
a-Fc CTCGTTTCCT GGGACATCCC TGGGGCTAGA

GCACTGGACA ATGGATTGGC AAGGACGCCT
ACCATGGGCT GGCTGCACTG GGAGCGCTTC
ATGTGCAACC TTGACTGCCA GGAAGAGCCA
GATTCCTGCA TCAGTGAGAA GCTCTTCATG
GAGATGGCAG AGCTCATGGT CTCAGAAGGC
TGGAAGGATG CAGGTTATGA GTACCTCTGC
ATTGATGACT GTTGGATGGC TCCCCAAAGA
GATTCAGAAG GCAGACTTCA GGCAGACCCT
CAGCGCTTTC CTCATGGGAT TCGCCAGCTA
GCTAATTATG TTCACAGCAA AGGACTGAAG
CTAGGGATTT ATGCAGATGT TGGAAATAAA
ACCTGCGCAG GCTTCCCTGG GAGTTTTGGA
TACTACGACA TTGATGCCCA GACCTTTGCT
GACTGGGGAG TAGATCTGCT AAAATTTGAT
GGTTGTTACT GTGACAGTTT GGAAAATTIG
GCAGATGGTT ATAAGCACAT GTCCTTGGCC
CTGAATAGGA CTGGCAGAAG CATTGTGTAC

12
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TCCTGTGAGT GGCCTCTTTA TATGTGGCCC
TTTCAAAAGC CCAATTATAC AGAAATCCGA
CAGTACTGCA ATCACTGGCG AAATTTTGCT
GACATTGATG ATTCCTGGAA AAGTATAAAG
AGTATCTTGG ACTGGACATC TTTTAACCAG
GAGAGAATTG TTGATGTTGC TGGACCAGGG
GGTTGGAATG ACCCAGATAT GTTAGTGATT
GGCAACTTTG GCCTCAGCTG GAATCAGCAA
GTAACTCAGA TGGCCCTCTG GGCTATCATG
GCTGCTCCTT TATTCATGTC TAATGACCTC
CGACACATCA GCCCTCAAGC CAAAGCTCTC
CTTCAGGATA AGGACGTAAT TGCCATCAAT
CAGGACCCCT TGGGCAAGCA AGGGTACCAG
CTTAGACAGG GAGACAACTT TGAAGTGTGG
GAACGACCTC TCTCAGGCTT AGCCTGGGCT
GTAGCTATGA TAAACCGGCA GGAGATTGGT
GGACCTCGCT CTTATACCAT CGCAGTTGCT
TCCCTGGGTA AAGGAGTGGC CTGTAATCCT
GCCTGCTTCA TCACACAGCT CCTCCCTGTG
AAAAGGAAGC TAGGGTTCTA TGAATGGACT
TCAAGGTTAA GAAGTCACAT AAATCCCACA
GGCACTGTTT TGCTTCAGCT AGAAAATACA
ATGCAGATGT CATTAAAAGA CTTACTTGGC
GGCGGAGGTT CAGGTGGTGG TGGCTCTGGC
GGTGGAGGGT CGGGGGGAGG CGGCTCTGGA
GGAGGGGGCT CCGGTGGGGG AGGTAGCCCA
CCATGCCCAG CACCTGAGTT

CCTGGGGGGA CCATCAGTCT TCCTGTTCCC
CCCAAAACCC AAGGACACCC

TCATGATCTC CCGGACCCCT GAGGTCACAT
GCGTGGTGGT GGACGTGAGC

CAGGAAGACC CTGAGGTCCA GTTCAACTGG
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TACGTGGACG GCGTGGAGGT

GCATAATGCC AAGACAAAGC CGCGGGAGGA
GCAGTTCCAA AGCACGTACC

GTGTGGTCAG CGTCCTCACC GTCCTGCACC
AGGACTGGCT GAATGGCAAG

GAGTACAAGT GCAAGGTCTC CAACAAAGGC
CTCCCATCCT CCATCGAGAA

AACCATCTCC AAAGCCAAAG GGCAGCCCCG
AGAACCACAG GTGTACACCC

TGCCCCCATC CCAGGAGGAG ATGACCAAGA
ACCAGGTCAG CCTGACCTGC

CTGGTCAAAG GCTTCTATCC CAGCGACATC
GCCGTGGAGT GGGAGAGCAA
TGGGCAGCCG GAGAACAACT ACAAGACCAC
GCCTCCCGTG CTGGACTCCG

ACGGCTCCTT CTTCCTCTAC AGCAGGCTAA
CCGTGGACAA GAGCAGGTGG
CAGGAGGGGA ACGTCTTCTC ATGCTCCGTG
ATGCATGAGG CTCTGCACAA

CCACTACACG CAGAAGAGCC TCTCCCTGTC
TCTGGGTAAA TGA

Protein

MOLRNPELHL GCALALRFLA LVSWDIPGAR
ALDNGLARTP TMGWLHWERF MCNLDCQEEP
DSCISEKLFM EMAELMVSEG WKDAGYEYLC
IDDCWMAPQR DSEGRLQADP QRFPHGIRQL
ANYVHSKGLK LGIYADVGNK TCAGFPGSFG
YYDIDAQTFA DWGVDLLKFD GCYCDSLENL
ADGYKHMSLA LNRTGRSIVY SCEWPLYMWP
FQKPNYTEIR QYCNHWRNFA DIDDSWKSIK
SILDWTSFNQ ERIVDVAGPG GWNDPDMLVI
GNFGLSWNQQ VITQMALWAIM AAPLFMSNDL
RHISPQAKAL LQDKDVIAIN QDPLGKQGYQ

13
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LRQGDNFEVW ERPLSGLAWA VAMINRQEIG
GPRSYTIAVA SLGKGVACNP ACFITQLLPV
KRKLGEFYEWT SRLRSHINPT GTVLLQLENT
MQMSLKDLLG GGGSGGGGSG GGGSGGGGSG
GGGSGGGGSP PCPAPEFLGG PSVFLFPPKP
KDTLMISRTP EVTCVVVDYVS
QEDPEVQFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQFQ
STYRVVSVLT VLHQDWLNGK
EYKCKVSNKG LPSSIEKTIS KAKGQPREPQ
VYTLPPSQEE MTKNQVSLTC
LVKGEYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV
LDSDGSFFLY SRLTVDKSRW
QEGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSLGK

Protein dung hop enzym vecto biéu hién dugc san xuit & vi du 1 duogc dattén la

alpha-galactosidaza—Fc.

Vi du 2: Xac dinh hoat tinh enzym in vitro cua protein dung hop enzym
Vi du 2-1: San xuét protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc
Alpha-galactosidaza—vecto biéu hién Fc (pX0GC-alpha galactosidaza—Fc)
duoc tao ra ¢ vi du 1 dugce bién nap vao dong té bao CHO-S va do do dong té bao co
kha ning san xuét sinh khéi cua protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc dugc tao ra.
Cu thé 13, té bao CHO-S dugc cho sinh trudng bang cach nudi céy huyén phu
trong binh Erlenmeyer 1L (Corning Inc., Cat. No. 431147) st dung mdi truong khong
¢6 huyét thanh (FreeStyle™ CHO Expression Medium, Thermo Fisher Scientific, Cat.
No. 12651014). Khi t& bao trong binh nudi cdy dat hop luu 1a 5 < 10° té bao, chiing dugc
bién nap st dung FreeStyle™ MAX (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 16447-100).
Tt 14, moi 6ng duoc nap doc lap véi 10 mL OptiPro™ SFM (Thermo Fisher Scientific,
Cat. No. 12309-019), va sau d6, mot éng dugc nap v6i 500 pg ADN va ong con lai duoc
nap véi 500 uL FreeStyle™ MAX. Hai dung dich trong mdi dng dugc tron déu, dé o
nhiét do phong trong 10 phut, va dugc thém vao té bao ma trong d6 mdi truong dugc
thay thé trudc biang mdi trudng biéu hién CHO FreeStyle™ mdi (Thermo Fisher

Scientific, Cat. No. 12651014), tuong (mg. Nudi cdy té bao & budng nudi chy (37°C, 5%
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CO») & the d0 quay 1a 125 rpm trong khoang 96 gio.
Sau d6, thu chét ndi trén bé mit cia miu nudi chy bang céch ly tdm vao ngay
thir 4, va x4c dinh hoat tinh enzym in vitro dé kiém tra sy thay ddi cua hoat tinh enzym

theo su san xuét alpha-galactosidaza—Fc.

Vi du 2-2: X4c dinh hoat tinh enzym in vitro cua alpha-galactosidaza—Fc

P& kidm tra hoat tinh enzym in vitro cia alpha-galactosidaza-Fc, cho protein
dung hop alpha-galactosidaza-Fc dugc san xuit tao thanh can bang nhiét voi pNP-gal
(p-nitrophenyl-o-D-galactopyranosit), 1a co chit da biét cho enzym, & 37°C trong 30
phut. Sau do, cho dung dich co chét phan ting v6i alpha-galactosidaza—Fc¢ ¢ 37°C trong
30 phut va xac dinh kha nang hép thu tong hop dé x4c dinh hoat tinh enzym in vitro cia
alpha-galactosidaza—Fc.

Qua d0, tr viéc xac dinh hoat tinh enzym in vitro, da xac nhan réng muc do biéu
hién cua alpha-galactosidaza—Fc 1a 1.649 ng/mL (Fig. 1). Cac két qua nay goi y rang
alpha-galactosidaza cia protein dung hop enzym theo sang ché tao thanh dime d6i song
song va rang alpha-galactosidaza clia dime dbi song song duy tri hoat tinh enzym & muc

do dang ke.

Vi du 2-3: So sanh hoat tinh enzym in vitro gitra alpha-galactosidaza va alpha-
galactosidaza—Fc¢

Trong khi d6, hoat tinh enzym in vitro cua protein dung hop alpha-
galactosidaza—Fc dugc san xuat & vi du 1 duoc so sanh véGi hoat tinh cla agalsidaza-
beta, ma vung Fc khong duoc lién két vao do.

Cu thé 13, cho alpha-galactosidaza—Fc va agalsidaza-beta tao thanh cén béng
nhiét v6i pNP-gal (p-nitrophenyl-a-D-galactopyranosit), co chit cho enzym, & 37°C
trong 30 phut. Sau dé, cho dung dich co chét phan tng v6i protein dung hop alpha-
galactosidaza—Fc ¢ 37°C trong 20 phit. Sau do, xac dinh kha nadng hép thu cua 4-
nitrophenol dugc tao ra cudi ciing dé so sdnh hoat tinh enzym gifta alpha-galactosidaza—
Fc va agalsidaza-beta.

Do do, da xac nhéan réng hoat tinh enzym (hoat tinh ddc higu) cua alpha-
galactosidaza—Fc va  agalsidaza-beta lan  luot 1a 70,9 umol/phit/mg  va

67,6 umol/phtt/mg (Fig. 2). Tu cac két qua nay, dd xac nhén rang protein dung hop
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alpha-galactosidaza—Fc ¢6 hoat tinh enzym 1a 95,4%, la mtrc d¢ tuong tu v6i muc do
ctia enzym ma vung Fc khong li€n két vao do. Diéu nay c6 nghia 1a protein dung hop
alpha-galactosidaza—Fc theo sang ché khong lam mat hoat tinh enzym, thdm chi khi

vung Fc dugc lién két vao do.

Vi du 3: Xac dinh hoat tinh hép thu ndi bao in vifro cha alpha-galactosidaza—Fc

Biét rang alpha-galactosidaza hoat dong thong qua thu thé mannoza-6-phosphat
(M6PR) sau khi bi hép thu vao té bao. Do do, cac tac gia sang ché da xac nhan rang hoat
tinh hép thu té bao dugc bidu hién boi protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc nhu
sau.

Cu thé 13, té bao CCD986SK (nguyén bao soi da ctia ngudi), ma dugc biét dén
1a biéu hién M6PR, dugc xt ly véi mdi agalsidaza-befa va protein dung hop alpha-
galactosidaza—Fc, va gy hép thy ndi bao & 37°C. Sau 24 gio, sy c6 mat cua agalsidaza-
beta va protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc dugc xac nhén bang phuong phép do
luong hoat tinh enzym.

Tur két qua phan tich twong quan giira ndng dd cua protein dung hop alpha-
galactosidaza—Fc va su hép thu noi bao, tim ra rang gid tri Kum, 12 hing s6 Michaelis-
Menten thé hién mot nira toe do hép thu tdi da, 12 11,55 nM, do d6 thé hién mc do cia
hoat tinh hip thu nodi bao twong tu vdi agalsidaza-beta (Km =10,92 nM) (Fig. 3). Ttr cac
két qua nay, xac nhan rang protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc theo sang ché

khong 1am mat hoat tinh hip thu ndi bao, tham chi khi ving Fe dugc lién két vao do.

Vi du 5: Xac dinh hanh vi dugc luc hoc ctia protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc &
chudt ICR

Do 4n dinh trong méau va hé s6 dugce dong hoc cua agalsidaza-beta (nhom dbi
chimg) va protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc (nhom thtt nghiém), dugc tao ra ¢
vi dy, trén mau méau thu dugc theo mdi nhém duge so sanh & chudt ICR (3 chudt/nhom),
trén mdi thoi diém thu miu mau.

Cu thé 13, trén co s& agalsidaza, agalsidaza-beta (nhom d6i chimg) va protein
dung hop alpha-galactosidaza—Fc¢ (nhom thtt nghiém) duoc dung cho chu¢t ICR cua
nhém ddi ching va nhém thir nghiém, twong tng, bé“mg cach tiém tinh mach hoac tiém

dudi da & ndng do 12 1,0 mg/kg. MAu méu thu dugc tir nhém dugce ding bing cich tiém
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tinh mach tai thoi diém 0, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, 1,75, 2, va 4 gi0 sau khi tiém va
tr nhom duoc dung bﬁng cach tiém duéi da tai thot diém 0, 1, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120,
144, 168, 192, va 216 gid sau khi tiém. Luong protein & huyét thanh mau dugc dinh
luong bang cach xac dinh hoat tinh enzym in vitro.

Do d6, protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc thé hién su ting trong tit ca
cac thoi gian ban huy (Tip), ndng do thudc t6i da trong mau (Cmax), va khu vuc dudi
dudng cong (AUC), so véi nhom d6i chirng ma vung Fc khong dugc lién két vao do.
AUC thé hién mirc d phoi nhiém in vivo v6i phéan tit thude (Fig. 4, bang 3). Tl céc két
qua nay, da xac nhan rang protein dung hop alpha-galactosidaza—Fc theo sing ché, bét
ké duong dung no, déu thé hién thoi gian ban hity 1au, ndng do thude t0i da trong méu

(Cmax) ca0, va kha nang sinh kha dung (AUC) in vivo tét do lién két v6i ving Fe.

Bang 3: Thong s6 duoc dong hoc cla agalsidaza-beta va protein dung hop alpha-

galactosidaza—Fc¢

. AUCwsi cung Crmax Tz MRTeéi cung|
Nguyén liéu Puong dung _ . ,
(ng*gid/mL)| (ng/mL) | (gio) (gi0)

Agalsidaza-beta Tiém tinh mach 798.,4 5108,5 NA 0,2

Protein dung hop alpha-
Tiém tinh mach| 74553,6 2908,9 | 60,8 42,0
galactosidaza—Fc¢

Protein dung hop alpha-
Tiém dudida | 59017,1 706,6 58,2 57,5
galactosidaza—-Fc

*NA = Khong ap dung

Céc két qua nay goiy rang loai méi cua protein dung hop theo sang ché, ¢ kha
ning tang thoi gian ban huy va do sinh kha dung in vivo clia alpha-galactosidaza (tuc la,
vi du enzym tri liéu ma da biét 1a c6 hiéu qua tri liéu d6i v6i LSD), ¢6 thé duoc sit dung
lam chét tri liéu cho LSD ddng thoi c6 kha nang duy tri hoat tinh enzym.

Nhu d4 néu & trén, nguodi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét lién
quan dén séng ché s& c6 thé hiéu duoc ring séng ché c6 thé c6 nhidu phuong 4n khac
ma khong lam thay d6i y tudng k¥ thuat cac d4u hiéu co ban cua sang ché. V& van dé
nay, cac phuong an vi du dugc boc 10 trong ban mod ta nay chi nham muc dich minh hoa

sang ché va khong nén hiéu 1a 1am giéi han pham vi cua sang ché. Trai lai, séng ché co
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muc dich bao gdm khong chi cac phuong 4n vi du nay ma con bao gom cdc cdi bién,
thay doi, twong duong va cac phuong én khac ma c6 thé dugc nam trong tinh than va

pham vi cta sang ché nhu dugc xac dinh bai bo yéu cau bao ho dugc dinh kém.
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YEU CAU BAO HQ

1. Protein dung hop enzym c6 cong thic 1;
[Cong thic 1]
X-L-F

o |
X'-L'-F

trong d6 mdi X va X' doc lap 1a cung mot loai hodc khéc loai enzym tri liéu;

L va L' 1a ciu ndi, mdi nhom ddc 14p 1a cuing mot loai hodc khac loai cau ndi;

F 1a ving Fc globulin mién dich;

| 1a lién két cong hoa tri; va

- 1a lién két cong hoa tri hodc khong cong hoéa tri,
trong d6 enzym tri liéu tao thanh dime thong qua lién két khong cdng hoa tri, va
trong do vung Fc globulin mién dich dugc chon tir nhém bao gbm

() mién CHI, mién CH2, mién CH3, va mién CH4;

(b) mién CH1 va mién CH2;

(c) mién CHI va mién CH3;

(d) mién CH2 va mién CH3; va

(e) td hop gitta mot hodc hai hoac nhiéu mién trong s6 mién CH1, mién CH2,
mién CH3, va mién CH4 va ving béan 1& globulin mién dich hodc mot phan ctia viing

ban lé.

2. Protein dung hgp enzym theo diém 1, trong d6 enzym dugc chon tir nhém bao gbm
beta-glucosidaza, alpha-galactosidaza, beta-galactosidaza, iduronidaza, iduronat-2-
sulfataza, galactoza-6-sulfataza, alpha-glucosidaza  axit, ceramidaza  axit,
sphingomyelinaza axit, galactocerebrosidaza, arylsulfataza A, B, beta-hexosaminidaza
A, B, heparin N-sulfataza, alpha-D-mannosidaza, beta-glucuronidaza, N-
axetylgalactosamin-6  sulfataza, lipaza axit cua tiéu thé, alpha-N-axetyl-
glucosaminidaza, glucocerebrosidaza, butyrylcholinestaraza, chitinaza, glutamat
decacboxylaza, imiglucaraza, lipaza, uricaza, axetylhydrolaza yéu td hoat hoa tiéu cin,

endopeptidaza trung tinh, va myeloperoxidaza.
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3. Protein dung hop enzym theo diém 2, trong d6 enzym 12 alpha-galactosidaza A hodc

beta-galactosidaza.

4. Protein dung hop enzym theo diém 1, trong d6 vung Fc globulin mién dich c6 bién
ddi duoc chon tir nhém bao gém bién d6i thay thé, thém, bét, cai bién, va to hop ctia cac

bién dbi ndy & it nhat mot axit amin cua vung Fe globulin mién dich ty nhién.

5. Protein dung hop enzym theo diém 4, trong do, & vung Fc globulin mién dich ¢6
trinh tu amin néu trong SEQ ID NO: 8, axit amin thir 2 dugce thé bé‘mg prolin; axit amin
thir 71 duoc thé bing glutamin; hodc axit amin thir 2 dugc thé bang prolin va axit amin

thir 71 duge thé bang glutamin.

6. Protein dung hgp enzym theo diém 5, trong d6 khong co su trao d6i chudi xay ra &

ving Fe globulin mién dich.

7. Protein dung hop enzym theo diém 1, trong do6 vang Fc globulin mién dich & dang

monome.

8. Protein dung hgp enzym theo diém 1, trong d6 vung Fc globulin mién dich bao gébm

vung ban 1€, mién CH2, va mién CH3.

9. Protein dung hgp enzym theo diém 1, trong d6, & ving Fc globulin mién dich,
(a) vung co thé tao thanh lién két disulfua dugc loai bo;
(b) gbc axit amin nhét dinh duge loai bé & dau N clia Fo ty nhién;
(c) géc methionin duoc thém vao dau N cta dang Fe ty nhién;
(d) vi trf lién két bd sung dugc loai bo; hodc
(e) vi tri gdy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC) duogc

loai bd.

10. Protein dung hop enzym theo diém 1, trong d6 vung Fc globulin mién dich dugc

aglycosyl hoa.
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11. Protein dung hop enzym theo diém 1, trong d6 vung Fc globulin mién dich 12 manh

Fc ¢6 ngudn géc tir IgG, IgA, IgD, IgE, hodc IgM.
12. Protein dung hop enzym theo didm 1, trong d6 vung Fc globulin mién dich 12 thé lai
clia cAc mién co nguén géc khac nhau tir globulin mién dich duoc chon tir nhém bao

gbm IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM.

13. Protein dung hop enzym theo diém 12, trong d6 ving Fc globulin mién dich la ving

Fc IgG4.

14. Protein dung hgp enzym theo diém 13, trong d6 vung ban 1& ctia vung Fc IgG4 dugc
thé bing ving ban 1& IgGl.

15. Protein dung hop enzym theo diém 1, trong d6 protein dung hop enzym chira trinh

tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6.

16. Dugc phdm dé ngan ngira hodc didu tri roi loan tich tu ¢ tiéu thé (LSD) chira protein

dung hop enzym theo didm bét ky trong s cac diém tir 1 dén 15.

17. Polynucleotit mé hoa protein dung hgp enzym theo diém bét ky trong sd cac diém

tir 1 dén 15.

18. Vecto biéu hién chtra polynucleotit theo diém 17.

19. Té bao ma vecto biéu hién theo diém 18 dugc dua vao do.

20. Phuong phép san xuét protein dung hop enzym, bao gdm céc bude:

(a) nuodi cdy te bao theo diem 19 dé thu mau nudi cay; va

(b) thu hdi protein dung hop enzym tur mAu nudi ciy.
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HANMI PHARM. CO., LTD.

Protein dung hgp enzym tri liéu va dugc pham chdra protein nay

OPA18301-PCT

KR 10-2017-0178378
2017-12-22

14
KoPatentIn 3.0
1
43

ADN
Trinh ty nhan tao

Fc(S2P)_F

1

ctggcggtgg cggatcgeca ccatgeccag cacctgagtt cct

43

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

<220>
<223>

<400>

2

43

ADN

Trinh ty nhadn tao

Fc(S2P) R

2

aggaactcag gtgctgggea tggtggegat ccgecaccge cag

43

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

43

ADN

Trinh tu nhan tao

Fc(N71Q)_F
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agccgeggga ggagceagttc caaagcacgt accgtgtggt cag

ggctgegegc

gcactggaca

atgtgcaacc

gagatggcag

attgatgact

cagcgctttc

ctagggattt

tactacgaca

ggttgttact

ttgcgecttcg cttcctggec

atggattggc aaggacgcct

ttgactgcca ggaagagcca

agctcatggt ctcagaaggc

gttggatggc tccccaaaga

ctcatgggat tcgccagcta

atgcagatgt tggaaataaa

ttgatgccca gacctttget

gtgacagttt ggaaaatttg

43

<210> 4

<211> 43

212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Fc(N71Q)_R

<400> 4

ctgaccacac ggtacgtgct ttggaactgc tcctcccgeg gcet
43

<210> 5

<211> 1287

<212> ADN

<213> Nguoi tinh khon

<400> 5

atgcagctga ggaacccaga actacatctg
60

ctcgtttcct gggacatccc tggggctaga
120

accatgggct ggctgcactg ggagegcettc
180

gattcctgca tcagtgagaa gctcttcatg
240

tggaaggatg caggttatga gtacctctgc
300 '
gattcagaag gcagacttca ggcagaccct
360

gctaattatg ttcacagcaa aggactgaag
420

acctgcgcag gecttcectgg gagttttgga
480

gactggggag tagatctgct aaaatttgat
540
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gcagatggtt ataagcacat gtccttggcc
600

tcctgtgagt ggectcttta tatgtggccc
660

cagtactgca atcactggcg aaattttgct
720

agtatcttgg actggacatc ttttaaccag
780

ggttggaatg acccagatat gttagtgatt
840

gtaactcaga tggccctctg ggctatcatg
900

cgacacatca gccctcaagc caaagctctc
960

caggacccct tgggcaagca agggtaccag
1020

gaacgacctc tctcaggctt agcctgggcet
1080

ggacctcget cttataccat cgcagttgcet
1140

gcctgettca tcacacaget cctcecctgtg
1200

tcaaggttaa gaagtcacat aaatcccaca
1260

atgcagatgt cattaaaaga cttactt
1287

<210> 6

<211> 429

<212> PRT

<213> Nguoi tinh khon

<400> 6

ctgaatagga

tttcaaaagc

gacattgatg

gagagaattg

ggcaactttg

gctgetectt

cttcaggata

cttagacagg

gtagctatga

tccctgggta

aaaaggaagc

ggcactgttt

ctggcagaag

ccaattatac

attcctggaa

ttgatgttgc

gcctcagetg

tattcatgtc

aggacgtaat

gagacaactt

taaaccggca

aaggagtggc

tagggttcta

tgcttcagcet

cattgtgtac

agaaatccga

aagtataaag

tggaccaggsg

gaatcagcaa

taatgacctc

tgccatcaat

tgaagtgtgg

ggagattggt

ctgtaatcct

tgaatggact

agaaaataca

Met Gln Leu Arg Asn Pro Glu Leu His Leu Gly Cys Ala Leu Ala Leu

1

5

10

15

Arg Phe Leu Ala Leu Val Ser Trp Asp Ile Pro Gly Ala Arg Ala Leu

20

25

30
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Asp

Arg

Ser

65

Trp

Ala

Phe

Leu

Phe

145

Asp

Leu

Arg

Trp

His

225

Ser

Ala

Phe

Ile

Pro

Asn

Phe

50

Glu

Lys

Pro

Pro

Lys

130

Pro

Trp

Glu

Thr

Pro

210

Trp

Ile

Gly

Gly

Met

290

Gln

Gly

35

Met

Lys

Asp

Gln

His

115

Leu

Gly

Gly

Asn

Gly

195

Phe

Arg

Leu

Pro

Leu

275

Ala

Ala

Leu

Cys

Leu

Ala

Arg

100

Gly

Gly

Ser

Val

Leu

180

Arg

Gln

Asn

Asp

Gly

260

Ser

Ala

Lys

Ala

Asn

Phe

Gly

85

Asp

Ile

Ile

Phe

Asp

165

Ala

Ser

Lys

Phe

Trp

245

Gly

Trp

Pro

Ala

Arg

Leu

Met

70

Tyr

Ser

Arg

Tyr

Gly

150

Leu

Asp

Ile

Pro

Ala

230

Thr

Trp

Asn

Leu

Leu

Thr

Asp

55

Glu

Glu

Glu

Gln

Ala

135

Tyr

Leu

Gly

Val

Asn

215

Asp

Ser

Asn

Gln

Phe

295

Leu
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Pro Thr Met

40

Cys

Met

Tyr

Gly

Leu

120

Asp

Tyr

Lys

Tyr

Tyr

200

Tyr

Ile

Phe

Asp

Gln

280

Met

Gln

Gln

Ala

Leu

Arg

105

Ala

Val

Asp

Phe

Lys

185

Ser

Thr

Asp

Asn

Pro

265

Val

Ser

Asp

Glu

Glu

Cys

90

Leu

Asn

Gly

Ile

Asp

170

His

Cys

Glu

Asp

Gln

250

Asp

Thr

Asn

Lys

Gly

Glu

Leu

75

Ile

Gln

Tyr

Asn

Asp

155

Gly

Met

Glu

Ile

Ser

235

Glu

Met

Gln

Asp

Asp

Trp

Pro

60

Met

Asp

Ala

Val

Lys

140

Ala

Cys

Ser

Trp

Arg

220

Trp

Arg

Leu

Met

Leu

300

Val

Leu

45

Asp

Val

Asp

Asp

His

125

Thr

Gln

Tyr

Leu

Pro

205

Gln

Lys

Ile

Val

Ala

285

Arg

Ile

His

Ser

Ser

Cys

Pro

110

Ser

Cys

Thr

Cys

Ala

190

Leu

Tyr

Ser

Val

Ile

270

Leu

His

Ala

Trp

Cys

Glu

Trp

95

Gln

Lys

Ala

Phe

Asp

175

Leu

Tyr

Cys

Ile

Asp

255

Gly

Trp

Ile

Ile

Glu

Ile

Gly

80

Met

Arg

Gly

Gly

Ala

160

Ser

Asn

Met

Asn

Lys

240

Val

Asn

Ala

Ser

Asn
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305

Gln Asp Pro

Phe Glu Val

Met Ile Asn

355
Val Ala
370

Ser

Thr
385

Gln Leu

Ser Arg Leu

Leu Glu Asn

<210> 7

<211> 66
<212> AD
<213>

<220>
<223> Bi

<400> 7
ccaccatgcc
60

cccaaggaca
120

agccaggaag
180

gccaagacaa
240

accgtcctgc
300

ggcctecccat
360
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310

Leu Gly

325
Trp Glu
340

Arg Gln

Leu

Gly

Leu Pro

Lys

Arg

Glu

Lys

Val

Gln Gly

Pro Leu

Ile Gly

360
Gly Val
375

Lys Arg

390

Ser
405

Arg

Thr
420

Met

6
N

én thé Fc

cagcacctga

ccctcatgat

accctgaggt

agccgceggga

accaggactg

cctccatcga

His

Gln

Ile Asn

Met Ser

Trinh ty nhan tao

gttcctgggs

ctcccggacc

ccagttcaac

ggagcagttc

gctgaatggc

gaaaaccatc

315

Gln
330

Tyr Leu

Ser Leu

345

Gly

Gly Pro Arg

Ala Cys Asn

Lys Leu Gly

395

Thr
410

Pro Gly

Leu
425

Lys Asp

ggaccatcag

cctgaggtca

tggtacgtes

caaagcacgt

aaggagtaca

tccaaagcca

Arg Gln Gly

Ala Ala

350

Trp

Ser Tyr Thr

365
Pro Ala
380

Cys

Phe Tyr Glu

Thr Val Leu

Leu Leu

tcttectgtt

catgcgtggt

acggcgtgga

accgtgtggt

agtgcaaggt

aagggcagcc

320

Asp Asn
335

Val Ala

Ile Ala
Phe Ile

Thr
400

Trp

Leu Gln

415

ccccccCaaaa

ggtggacgty

ggtgcataat

cagcgtcctc

ctccaacaaa

ccgagaacca

49/58



caggtgtaca
420

tgeetggtcea
480

ccggagaaca
540

tacagcaggc
600

gtgatgcatg
660

aaatga
666

<210> 8

<211> 22
<212> PR
<213>

<220>

<223> Bi

<400> 8
Pro Ser

Phe Pro Pro

Val Thr Cys

35
Phe Asn
50

Trp

Pro Glu

65

Arg

Thr Val Leu

Val Ser Asn

Ala Lys Gly

115

ccctgecccc

aaggcttcta

actacaagac

taaccgtgga

aggctctgcea

1
T

én thé Fc

Pro Ala

Lys Pro

20

Val Val

Tyr Val
Glu Gln

Gln
85

His

Lys
100

Gly

Gln Pro

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

70

Asp

Leu

Arg

49189

atcccaggag gagatgacca

tcccagcgac atcgeegtgg

cacgcctccc gtgetggact

caagagcagsg tggcaggagsy

caaccactac acgcagaaga

Trinh tu nhan tao

Glu

Asp

Asp

Gly

55

Asn

Trp

Pro

Glu

Phe

Thr

Val

40

Val

Ser

Leu

Ser

Pro
120

Leu

Leu

25

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

105

Gln

Gly

10

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

90

Ile

Val

Gly

Ile

Glu

His

Arg

75

Lys

Glu

Tyr

agaaccaggt

agtgggagag

ccgacggctc

ggaacgtctt

gcctectcect

Pro Ser

Ser Arg

Val

Thr

cagcctgacc

caatgggcag

cttcttcctc

ctcatgctcc

gtctctgggt

Phe
15

Leu

Pro Glu

30

Pro
45

Asp

Asn Ala

60

Val Val

Glu Tyr

Lys Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Val Gln

Thr Lys

Val Leu

80

Cys
95

Lys

Ser Lys

110

Thr Leu

125

Pro

Pro Ser
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Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
130 135

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Vval Glu
145 150

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
165 170

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val
180 185

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
195 200

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215

<210> 9

<211> 221

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Bién thé Fc

<400> 9
Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly
1 5 10

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
20 25

val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln
35 40

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
50 55

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Gln Ser Thr Tyr
65 70

Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 90

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile
100 105

Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

Leu

Trp

155

Val

Asp

His

Leu

Gly

Ile

Glu

His

Arg

75

Lys

Glu

Tyr

Thr

140

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
220

Pro

Ser

Asp

Asn

60

Val

Glu

Lys

Thr

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

205

Lys

Ser

Arg

Pro

45

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

Leu

Asn

Ser

Arg

190

Leu

Val

Thr

30

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

110

Pro

Val

Gly

Asp

175

Trp

His

Phe

15

Pro

Val

Thr

Val

Cys

95

Ser

Pro

Lys

Gln

160

Gly

Gln

Asn

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

80

Lys

Lys

Ser
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Gln Glu
130

Gly Phe
145

Pro Glu

Ser Phe

Glu Gly

His Tyr
210

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

<220>
<223>

<400>

ggcggcggag gttcaggtgg tggtggctct ggcggtegag getegeeees aggcggctct

60

115

Glu Met

Tyr Pro

Asn Asn

Phe Leu

180

Asn Val
195

Thr Gln

10
90
ADN

Thr

Ser

Tyr

165

Tyr

Phe

Lys

Lys

Asp

150

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

135

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
215

Trinh ty nhan tao

Lién két peptit

10

49189

120

Gln Val

Ala Val

Thr Pro

Leu Thr
185

Ser Val
200

Ser Leu

ggaggaggee gctccggtgg gggaggtage

90

<216>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11
30
PRT

Trinh tu nhan tao

Lién két peptit

11

Ser

Glu

Pro

170

Val

Met

Ser

Leu

Trp

155

Val

Asp

His

Leu

Thr

140

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
220

125

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

205

Lys

Leu

Asn

Ser

Arg

190

Leu

Val

Gly

Asp

175

Trp

His

Lys

Gln

160

Gly

Gln

Asn

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1

5

10

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

8

15
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20 25 30
<210> 12
<211> 2043
212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Protein dung hgp alpha galactosidaza-Fc
<400> 12
atgcagctga ggaacccaga actacatctg ggctgecgege ttgegettcg
60
ctcgtttcct gggacatccc tggggctaga gcactggaca atggattggc
120
accatgggct ggctgcactg ggagcgcttc atgtgcaacc ttgactgcca
180
gattcctgca tcagtgagaa gctcttcatg gagatggcag agctcatggt
240
tggaaggatg caggttatga gtacctctge attgatgact gttggatggc
300
gattcagaag gcagacttca ggcagaccct cagegetttc ctcatgggat
360
gctaattatg ttcacagcaa aggactgaag ctagggattt atgcagatgt
420
acctgcgcag gcttccctgg gagttttgga tactacgaca ttgatgccca
480
gactggggag tagatctgct aaaatttgat ggttgttact gtgacagttt
540
gcagatggtt ataagcacat gtccttggec ctgaatagga ctggcagaag
600
tcctgtgagt ggectcttta tatgtggecc tttcaaaagc ccaattatac
660
cagtactgca atcactggcg aaattttgct gacattgatg attcctggaa
720
agtatcttgg actggacatc ttttaaccag gagagaattg ttgatgttgc
780

cttcctggcec

aaggacgcct

ggaagagcca

ctcagaaggc

tccccaaaga

tcgccagcta

tggaaataaa

gacctttgct

ggaaaatttg

cattgtgtac

agaaatccga

aagtataaag

tggaccaggsg
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ggttggaatg
840

gtaactcaga
900

cgacacatca
960

caggacccct
1020

gaacgacctc
1080

ggacctcgcet
1140

gcctgettca
1200

tcaaggttaa
1260

atgcagatgt
1320

ggtggaggst
1380

ccatgcccag
1440

aaggacaccc
1500

caggaagacc
1560

aagacaaagc
1620

gtcctgcacc
1680

ctcccatcct
1740

gtgtacaccc
1800

acccagatat

tggcectctg

gccctcaagce

tgggcaagca

tctcaggcectt

cttataccat

tcacacagct

gaagtcacat

cattaaaaga

cggegesags

cacctgagtt

tcatgatctc

ctgaggtcca

cgegggagea

aggactggct

ccatcgagaa

tgcccccatce

49189

gttagtgatt

ggctatcatg

caaagctctc

agggtaccag

agcctgggct

cgcagttgct

cctcectgtg

aaatcccaca

cttacttggc

cggctctgga

cctgggesgsa

ccggacccct

gttcaactgg

gcagttccaa

gaatggcaag

aaccatctcc

ccaggaggag

ggcaactttg

gctgetectt

cttcaggata

cttagacagg

gtagctatga

tccctgggta

aaaaggaagc

ggcactgttt

ggcggaggtt

ggagggesct

ccatcagtct

gaggtcacat

tacgtggacg

agcacgtacc

gagtacaagt

aaagccaaag

atgaccaaga

10

gcctcagetg

tattcatgtc

aggacgtaat

gagacaactt

taaaccggca

aaggagtgsc

tagggttcta

tgcttcagcet

caggtggtes

ccggteeses

tcctgttccc

gcgtggtegt

gcgtggagst

gtgtggtcag

gcaaggtctc

ggcagccccg

accaggtcag

gaatcagcaa

taatgacctc

tgccatcaat

tgaagtgtgs

ggagattggt

ctgtaatcct

tgaatggact

agaaaataca

tggctctggce

aggtagccca

cccaaaaccc

ggacgtgagc

gcataatgcc

cgtcctcacc

caacaaaggc

agaaccacag

cctgacctgc
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ctggtcaaag gcttctatcc

1860

gagaacaact acaagaccac

1920

agcaggctaa ccgtggacaa

1980

atgcatgagg ctctgcacaa

2040
tga
2043

<210>
<211>
<212>
<213>
220>
223>

<400>
Met Gln
1

Arg Phe

Asp Asn

Arg Phe

50

Ser Glu

65

Trp Lys

Ala Pro

Phe Pro

Leu Lys
130

13
680
PRT

Trinh ty nhan tao

Protein dung hgp alpha

13
Leu

Leu

Gly

35

Met

Lys

Asp

Gln

His

115

Leu

Arg

Ala

20

Leu

Cys

Leu

Ala

Arg

100

Gly

Gly

Asn

Leu

Ala

Asn

Phe

Gly

85

Asp

Ile

Ile

Pro

Val

Arg

Leu

Met

70

Tyr

Ser

Arg

Tyr

Glu
Ser
Thr
Asp

55
Glu
Glu
Glu

Gln

Ala
135

Leu

Trp

Pro

40

Cys

Met

Tyr

Gly

Leu

120

Asp

49189

galactosidaza-Fc

His

Asp

25

Thr

Gln

Ala

Leu

Arg

105

Ala

Val

Leu

10

Ile

Met

Glu

Glu

Cys

90

Leu

Asn

Gly

11

Gly

Pro

Gly

Glu

Leu

75

Ile

Gln

Tyr

Asn

Cys

Gly

Trp

Pro

60

Met

Asp

Ala

Val

Lys
140

Ala

Ala

Leu

45

Asp

Val

Asp

Asp

His

125

Thr

Leu
Arg

30
His
Ser
Ser
Cys
Pro
110

Ser

Cys

Ala
15
Ala

Trp

Glu

Trp

95

Gln

Lys

Ala

cagcgacatc gccgtggagt gggagagcaa tgggcagccg

gcctcecgtg ctggactccg acggetectt cttcctctac

gagcaggtgg caggagggga acgtcttctc atgctccgtg

ccactacacg cagaagagcc tctccctgtc tctgggtaaa

Leu

Leu

Glu

Ile

Gly

80

Met

Arg

Gly

Gly
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Phe

145

Asp

Leu

Arg

Trp

His

225

Ser

Ala

Phe

Ile

Pro

305

Gln

Phe

Met

Val

Thr

385

Ser

Pro

Trp

Glu

Thr

Pro

210

Trp

Ile

Gly

Gly

Met

290

Gln

Asp

Glu

Ile

Ala

370

Gln

Arg

Gly

Gly

Asn

Gly

195

Phe

Arg

Leu

Pro

Leu

275

Ala

Ala

Pro

Val

Asn

355

Ser

Leu

Leu

Ser

Val

Leu

180

Arg

Gln

Asn

Asp

Gly

260

Ser

Ala

Lys

Leu

Trp

340

Arg

Leu

Leu

Arg

Phe

Asp

165

Ala

Ser

Lys

Phe

Trp

245

Gly

Trp

Pro

Ala

Gly

325

Glu

Gln

Gly

Pro

Ser
405

Gly

150

Leu

Asp

Ile

Pro

Ala

230

Thr

Trp

Asn

Leu

Leu

310

Lys

Arg

Glu

Lys

Val

390

His

Tyr

Leu

Gly

Val

Asn

215

Asp

Ser

Asn

Gln

Phe

295

Leu

Gln

Pro

Ile

Gly

375

Lys

Ile

Tyr

Lys

Tyr

Tyr

200

Tyr

Ile

Phe

Asp

Gln

280

Met

Gln

Gly

Leu

Gly

360

Val

Arg

Asn

49189

Asp

Phe

Lys

185

Ser

Thr

Asp

Asn

Pro

265

Val

Ser

Asp

Tyr

Ser

345

Gly

Ala

Lys

Pro

Ile

Asp

170

His

Cys

Glu

Asp

Gln

250

Asp

Thr

Asn

Lys

Gln

330

Gly

Pro

Cys

Leu

Thr
410

12

Asp

155

Gly

Met

Glu

Ile

Ser

235

Glu

Met

Gln

Asp

Asp

315

Leu

Leu

Arg

Asn

Gly

395

Gly

Ala

Cys

Ser

Trp

Arg

220

Trp

Arg

Leu

Met

Leu

300

Val

Arg

Ala

Ser

Pro

380

Phe

Thr

Gln

Tyr

Leu

Pro

205

Gln

Lys

Ile

Val

Ala

285

Arg

Ile

Gln

Trp

Tyr

365

Ala

Tyr

Val

Thr

Cys

Ala

190

Leu

Tyr

Ser

Val

Ile

270

Leu

His

Ala

Gly

Ala

350

Thr

Cys

Glu

Leu

Phe

Asp

175

Leu

Tyr

Cys

Ile

Asp

255

Gly

Trp

Ile

Ile

Asp

335

Val

Ile

Phe

Trp

Leu
415

Ala

160

Ser

Asn

Met

Asn

Lys

240

Val

Asn

Ala

Ser

Asn

320

Asn

Ala

Ala

Ile

Thr

400

Gln
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Leu

Gly

Ser

Pro

465

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

545

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

625

Ser

Ser

Ser

Glu

Ser

Gly

450

Glu

Asp

Asp

Gly

Gln

530

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

610

Thr

Arg

Cys

Leu

Asn

Gly

435

Gly

Phe

Thr

Val

Val

515

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

595

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
675

Thr

420

Gly

Gly

Leu

Leu

Ser

500

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

580

Val

Val

Pro

Thr

Val

660

Leu

Met

Gly

Gly

Gly

Met

485

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

565

Val

Ser

Glu

Pro

Val

645

Met

Ser

Gln

Gly

Ser

Gly

470

Ile

Glu

His

Arg

Lys

550

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

630

Asp

His

Leu

Met

Ser

Gly

455

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

535

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

615

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

Gly

440

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

520

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

600

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
680

49189

Leu

425

Gly

Gly

Val

Thr

Glu

505

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

585

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
665

Lys

Gly

Gly

Phe

Pro

490

Val

Thr

Val

Cys

Ser

570

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

650

His

13

Asp

Gly

Ser

Leu

475

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

555

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

635

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro

460

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

540

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

620

Ser

Glu

His

Leu

Gly

445

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

525

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

605

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

430

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

510

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

590

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
670

Gly

Gly

Pro

Lys

Val

495

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

575

Met

Pro

Asn

Leu

Val

655

Gln

Gly

Gly

Ala

Pro

480

Val

Val

Gln

Gln

Gly

560

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

640

Phe

Lys
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<210> 14
<211> 12
212> PRT

<213> Ngudi tinh khon

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

14





