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(57) Séng ché dé cap dén phuong phap e ché phan ung san sinh khang thé cia protein
hoic peptit c6 hoat tinh sinh 1y khi so véi phan tmg san sinh khang thé ciia protein hodc
peptit c6 hoat tinh sinh 1y tir d6 ving Fc ciia globulin mién dich dugc gin két véi gbe
chirc & du tan cling, bao gdbm budc gin két ving Fc ciia globulin mién dich véi gbe chirc
bén trong khong & dau tin clng clia protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y, trong d6
protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y va ving Fc ciia globulin mién dich dugc gin két
nhd gbc lién két phi peptidyl nim xen giita chiing, trong do6 protein hoic peptit ¢ hoat
tinh sinh 1y va gbc lién két phi peptidyl dugc gin két & diéu kién d6 pH nim trong
khoang tir 7.5 dén 9,0, va trong d6 protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y 13 exendin-4

hoic din xuat exendin-4.
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Linh vire ky thuit dwec dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap 1am gidm kha nang sinh mién dich ctia protein
hodc peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y va 1am ting thoi gian ban thai trong huyét thanh cua

chung bing cach gin két dac hiéu vi tri chit mang vdi protein hoic peptit ndy.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Dép ng mién dich véi cac hoat chat sinh hoc cé thé xay ra dbi véi ca protein c6
ngudn gbe tir ngudi 14n protein c6 ngudn gdc khong phai tir ngudi. Cac dap tng nay cé
thé 1am giam tac dung 1am sang, gidm hi€u luc, va d6i khi gdy ra cac bénh 1y hodc thim
chi giy tir vong cho ngudi bénh. Cu thé, sy san sinh khang thé trung hoa huéng dich
protein tur tai to hop c6 thé gy phan tmg chéo véi protein c6 sin trong co thé ngudi bénh,
do d6 din dén hau qua nghiém trong (xem, Lim LC. Hematology 2005 10(3):255-9). Cac
van dé vé sinh hoc dugc bao ché, nhu nhuoge diém caa cac khang thé don dong da duoc
giam déng ké voi su phat trién cua sinh hoc phén tr. Tuy nhién, nhiéu dugc phidm chira
protein tai t6 hop 13 gidng hét véi cac trinh tu protein duge biéu hién trong co thé, do do
van c6 thé gdy dap ng mién dich trung hoa (xem, Namaka M et al, Curr Med Res Opin
2006 22(2):223-39). Mic dii co ché sinh mién dich khong hoan toan rd rang, nhung di
biét ring tinh khang protein tur tai t6 hop cé thé bi pha v& bdi cac san phdm dung cho
ngudi bénh va cac yéu t6 khac nhau ciia ngudi bénh (dwoc md ta trong tai liéu Chester, K,
Baker, MP and Mayer A. Expert Rev Clin Immunol 2005 1(4): 549-559, Baker MP and
Jones TD. Curr. Opin. Drug Disc Dev 2007 10(2):219-227). Céac yéu té sinh mién dich
bao gbém liéu ding, tin suat va duong dwa thudc, kha ning diéu hoa mién dich cta dugc
chét protein, duoc pham chira ching va cac yéu té twong tir. Yéu té quan trong nhit dé
gay d4p tmg mién dich 14 liéu c6 vi trf nhan dién khang nguyén (epitop) c6 thé kich thich
hiéu qua dap tng té bao T biéu hién CD4 hay khéng (duoc md ta trong tai liéu Baker MP
and Jones TD. Curr. Opin. Drug Disc Dev 2007 10(2):219-227).

Mit khéc, exendin-4 13 peptit tw nhién duoc phat hién trong tuyén nudc bot cia
than 13n khong 16 Gila va c6 do twong ddng trinh tur v6i peptit twong tir glucagon 1 cla
ngudi bang 52%. Exendin-4 va peptit twong tu glucagon 1 c6 cung chirc ning bai tiét
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insulin. Tuy nhién, peptit twong tr glucagon 1 bi bit hoat nhanh boi dipeptidyl
peptidaza-IV (DPP-IV), do d6 c6 thoi gian ban thai rat ngin, trong khi d6 exendin-4 vin
c6 tinh khang DPP-IV dé c6 glycin thay cho alanin trong trinh tir axit amin tht cap, do d6
c6 thé hiru hiéu hon trong diéu tri bénh d4i thao dudng typ II. Ngoai ra, insulin va chit
tuong tur cda no, va chit cha van dic hiéu kép GLP-1/glucagon ciing dugc st dung dé
diéu tri bénh dai tho dudng va bénh béo phi. Tuy nhién, sy ¢ mét cda cac trinh tir axit
amin c6 ngudn gc khong phai tir ngudi ndy c6 thé déng vai trd 13 vi tri nhan dién khang
nguyén ciia té bao T. Exenatide (Byetta) dd dugc chip nhan lam dugc chit & ditu tri
bénh d4i thao dudng typ II 13 exendin-4 tong hop d4 san sinh khang thé khang exenatide
trén hon 30% nguoi bénh dugce st dung exenatide trong 1 ndm trong cac thir nghiém 1am
sang. Gén day, lixisenatide da duoc chép nhan 1am duogc chit dé diéu tri bénh dai thao
dudng da san sinh khang thé trén khoang 60-71% ngudi bénh (xem, Zinman, B. et al.,
Annals of Internal Medicines. 2007 146(7): 477-486; Schnabel CA et al, Peptits 2006
27:1902-1910; DeFronzo, R.A. et al, Diabetes Care 2005 28:1092-1100; Buse, J.B. et al,
Diabetes Care 2004 27:2628-2635). Tc 13, exentide duge x4c dinh 13 chét ngoai sinh in
vivo can dugc xir Iy va khang thé dugc tao ra. Vi Iy do ndy, vin dé ma khé mong doi hiéu
qua diéu tri chic chén 13 ty 16 san sinh khang thé gia tang.

Do do, trong trudong hgp protein hodc peptit cd hoat tinh sinh 1y dugce st dung bén
trong co thé dé diéu tri hoic phong ngira trong thdi gian dai, thi quan trong 13 cin kiém
soat kha nang sinh mién dich. Cu thé, protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y lién quan
dén bénh 1y trén co thé ngudi trudng thanh, nhu insulin hodc peptit kich thich téng hop
va bai tiét insulin va protein chéng bénh béo phi da dugc bao ché & dang dugc phém tac
dung kéo dai c6 kha ning ton tai 1au trong co thé sau khi sir dung. Ngoai ra, ngay ca khi
khong dugc bao ché dudi dang dugc phém tac dung kéo dai, cac dugc chét ndy van cé
thé phai dugc sit dung nhiéu 1dn trong thoi gian kéo dai. Do d6, vin dé quan trong 1a

khong giy dap tmg mién dich.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Dé khic phuc cac van dé bét cap néu trén, cic tic gia sang ché di thuc hién nhidu
nghién ctru va thir nghiém dé phat trién duoc phim chira protein hodc peptit khong gay
dap ting mién dich. CAc tac gia sang ché da phat hién thiy rang khi chit mang gin két dac
hiéu vi trf v6i protein hodc peptit, thi kha ning sinh mién dich ctia protein hoic peptit nay
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c6 thé duoc giam khi so vé6i kha nang sinh mién dich ctia protein hoic peptit khong duge

gdn ket v&i chat mang, nhd d6 hoan thanh sang ché nay.

Mot muc dich cia sang ché 13 d& cap dén phuong phap lam giam kha nang sinh

mién dich cta protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy.

Mot muc dich khac ciia sang ché 13 dé cap dén dugc phdm chira thé tiép hop
protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y, trong d6 chat mang dugc gin két voi gbe chirc
bén trong khong & dau tan cling cia protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y nay nhd gbe
lién két phi peptidyl.

Mot muc dich khéc ciia sang ché 13 @& cap dén phuong phap diéu ché thé tiép hop
protein hodc peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y, trong d6 chit mang dwoc gin két véi gbe chic

bén trong khong & d4u tan cling clia protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y nay.

Theo mot khia canh, sang ché @& c4p dén phuong phap l1am gidm kha ning sinh
mién dich ctia protein ho#c peptit cé hoat tinh sinh 1y khi so v¢i kha ning sinh mién dich
clia protein hodc peptit c¢6 hoat tinh sinh Iy khong durge gin két véi chit mang, bao gém
bude gin két chat mang véi gbc chirc bén trong khong & dau tan cliing ciia protein hoic

peptit c6 hoat tinh sinh 1y nay.

Theo mdt phuong an cu thé, chit mang theo sang ché duoc chon tir nhém bao gém
polyetylen glycol, axit béo, cholesterol, albumin hoic manh peptit ctia né, hop chit gin
két albumin, polyme c6 céc don vi ldp chira trinh tu axit amin dac hiéu, khang thé, manh
khang thé, hop chét gin két thu thé ving Fc méi sinh, mé lién két in vivo hodc dan xuét
cta né, nucleotit, fibronectin, transferin, polypeptit tuong tu elastin, polypeptit XTEN,
peptit chira dau tan cling carboxyl, mau dd cam ng tao cdu triic, sacarit va polyme khdi

lugng phén tir cao.

Theo mét phuong an cu thé khac, hop chét gin két thu thé ving Fc méi sinh theo

sang ché 1a ving Fc clia globulin mién dich.

Theo mét phuwong 4n cu thé khéc, protein hoic peptit ¢ hoat tinh sinh 1y theo sang

ché dugc gin két voi chit mang nhd gde lién két nam xen gitra chuing.
Theo mdt phuong an cu thé khac, gdc lién két 13 gbc lién két phi peptidyl.
Theo mdt phuong an cu thé khac, gdc lién két phi peptidyl theo sang ché duge

2
D



49247 4/39

chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme ctia etylen
glycol va propylen glycol, rugu da chic polyoxyetylat, rugu polyvinylic, polysacarit,
dextran, ete polyvinyl etyl, polyme cé thé phan hity sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit

hyaluronic va hn hop ctia chiing.

Theo mét phuong 4n cu thé khac, protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y theo sang
ché duge gin két voi ving Fe cia globulin mién dich nhd polyme phi peptidyl duoc chon
tir nhém bao gdm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme cia etylen glycol va
propylen glycol, rugu da chirc polyoxyetylat, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, ete
polyvinyl etyl, polyme ¢6 thé phan hity sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic va
hdn hop ctia ching.

Theo mét phuong 4n cu thé khac, protein hodc peptit c¢6 hoat tinh sinh 1y theo séng
ché duge chon tir nhém bao gdém peptit chdng béo phi, peptit kich thich tdng hop va bai
tiét insulin hodc chit twong tu ctia né, leptin, insulin, chat twong tu insulin, glucagon,
hormon tang trudng cua nguodi, hormon kich thich san sinh va gidi phong hormon ting
truéng, peptit kich thich san sinh va gidi phong hormon ting trudng, interferon, thu thé
interferon, yéu t6 kich tich tao mau, peptit twong tr glucagon, nhur peptit tuong tu
glucagon 1, chat chi van dic hiéu kép peptit trong tr glucagon 1/glucagon, polypeptit tre
ché bai tiét dich vi, thu thé bat cip vé6i protein G, interleukin, thu thé interleukin, enzym,
protein gan két interleukin, protein gin két xytokin, yéu t6 hoat hoa dai thuc bio, peptit
dai thuc bao, yéu t6 phién ma dic hiéu t& bao B, yéu t6 phién ma dic hiéu té bao T,
protein A, yéu td e ché di ung, glycoprotein hoai tir té bao, doc t6 mién dich, doc tb
lympho, yéu t6 hoai tir khdi u, yéu té tc ché khéi u, yéu té ting truéng di can, alpha-1
antitrypsin, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, yéu t§ tao hdng cau, yéu té tao
héng cdu duoc glycosyl héa & mirc d9 cao, angiopoietin, hemoglobin, thrombin, peptit
hoat héa thu thé thrombin, thrombomodulin, yéu tb dong mau VII, yéu tb dong méu VlIla,
yéu t§ dong méau VIII, yéu t6 déng mau IX va yéu té déng mau XIII, yéu t6 hoat héa
plasminogen, peptit gin két fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C,C-reactive
protein, chat Grc ché renin, chit (¢ ché colagenaza, superoxit dismutaza, yéu tb tdng
truéng c6 ngudn gbc tidu cau, yéu td ting trudng té bao biéu mo, yéu td ting truéng biu
bi, angiostatin, angiotensin, yéu té ting truéng xuong, protein kich thich tao xuong,

calcitonin, atriopeptin, yéu t6 cam tmg sun, elcatonin, yéu t6 hoat hda mé lién két, chit
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trc ché chu trinh yéu t6 m6, hormon kich thich nang, hormon. tao hoang thé, hormon kich
thich san sinh va giai phéng hormon tao hoang thé, yéu t6 ting truéng than kinh, hormon
tuyén cin gidp, relaxin, secretin, somatomedin, yéu té ting trudng tuong tu insulin,
hormon v6 thuong than, glucagon, cholecystokinin, polypepit tuyén tuy, peptit kich thich
san sinh va giai phéng gastrin, yéu té kich thich giai phéng cortincotropin, hormon kich
thich tuyén giap, autotaxin, lactoferin, myostatin, thu thé, chat dbi khang thu thé, khang
nguyén bé mit té bao, khang nguyén vacxin c¢é ngudn gbc virut, khang thé don dong,
khéng thé da dong, va manh khang thé.

Theo mét phuong 4n cu thé khéc, protein hoic peptit c6 hoat tinh sinh 1y theo sing
ché duge chon tir nhém bao gém exendin-4, din xuit exendin-4, chit chi van peptit
twong tu glucagon 1, insulin va chat chi van dic hiéu kép peptit twong tu glucagon

1/glucagon.

Theo mdt phuong én cu thé khac, dan xuét exendin-4 14 din xuit exendin-4 c6
dién tich & dau tan cung N ctia exendin-4 dugc cai bién, duoc chon tir nhém bao g@)m dan
xuht exendin-4 ¢6 nhém amin & dau tan cung N ctia exendin-4 dugc loai bo, dan xuét
exendin-4 c¢6 nhém amin & dau tin cung N cua exendin-4 dugc thay thé br?mg nhom
hydroxyl, din xuét exendin-4 ¢4 nhém amin & dau tn cing N clia exendin-4 duoc thay
thé bang nhém carboxyl, din xuit exendin-4 c6 nhém amin & dau tin cung N cua
exendin-4 duoc cai bién bing nhém dimetyl, va din xuét exendin-4 ¢ cacbon alpha cta

goc histidin & dau tan cung N cla exendin-4 dugc loai bé.

Theo mdt phuong 4n cu thé khéc, gdc chirc bén trong néu trén 13 gbce lysin & vi tr
s6 12 hodc 27 cta din xuit exendin-4 c6 dién tich & diu tan cing N cta exendin-4 duoc
cai bién.

Theo mét phuwong 4n cu thé khac, gdc chirc bén trong néu trén 13 gde lysin & vi tri
s6 27 cia din xut exendin-4 c6 dién tich & dau tan cung N cua exendin-4 dugc cai bién.

Theo mdt phuong 4n cu thé khac, din xuét exendin-4 c6 dién tich & dau tan cung
N cua exendin-4 dugc bién ddi 13 din xuét exendin-4 c6 cacbon alpha cuia gbc histidin &
d4u tn cung N cua exendin-4 dugc loai bo.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén duoc phém, chtra thé tiép hop
protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y trong do chit mang duogc gin két voi gbe chire bén
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trong khdng & dau tn cling ctia protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y nay nhe gbc lién
két phi peptidyl, va thé tiép hop nay c6 kha ning mién dich duoc gidm khi so véi kha
ning sinh mién dich cla protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh ly khéng dugc gin két voi

chit mang.

Theo mot phuong an cu thé, thé tiép hop néu trén c6 kha ning sinh mién dich (tic

14 thc dung khéng mong mudn ctia dugc phim tac dung kéo dai) dugc giam.
Theo mét phuong 4n cu thé khac, gbc lién két phi peptidyl 1a polyetylen glycol.

Theo mot khia canh khéc, séng ché d& cap dén phuong phap diéu ché thé tiép hop
protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh ly, trong d6 cht mang dugc gin két véi gbe chirc
bén trong khéng & du tan cung ctia protein hodc peptit ¢ hoat tinh sinh 1y nay.

Kha ning sinh mién dich trong co thé ngudi cua thé tiép hop protein hoic peptit
c6 hoat tinh sinh Iy theo sing ché giam déng ké, do d6 tbc d6 san sinh khang thé khang
protein hodc peptit nady cling gidm. Do do,uu diém cia thé tiép hop theo sang ché 13 hién
tuong giam tac dung 1am sang cua protein hodc peptit c¢d hoat tinh sinh Iy dugc han ché,
va hitu hi€u trong bao ché duoc phﬁm tac dung kéo dai c6 d9 an toan cao khiang dép tng
mién dich.

Mo ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 12 bidu dd thé hién két qua so sanh tan suit kiéu gen HLA-DR cua ngudi tinh
nguyén trong thir nghiém dénh gid hoat tinh té bao T ex vivo v6i tan sudt kiéu gen
HLA-DR cua cc ching tdc ngudi trén thé giéi, ngudi Chau Au va ngudi Bic My.

Mo ta chi tiét sang ché

Sang ché @& cap dén phuong phap lam gidm kha ning sinh mién dich cla protein
hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy khi so véi kha ndng sinh mién dich cta protein hoic peptit
¢6 hoat tinh sinh 1y khong dwoc gin két véi chit mang, bao gdm budc gin két chat mang
v6i gbe chitc bén trong khong & dAu tn cung cia protein hodc peptit ¢ hoat tinh sinh 1y
nay.

Céc tic gia sang ché da phat trién phuong phap 1am gidm khé nang sinh mién dich
cua protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy trong dé gbc lién két phi peptit va manh Fc

dugc gin ket voi goc chire bén trong chir khong phai ¢ dau tan cung cua protein hodc

6



49247 7139

peptit c¢d hoat tinh sinh 1y nady, do d6 tc ché co ché hoat héa protein hodc peptit mong
mudn ndy thanh khdng nguyén. Céc tic gia sdng ché d3 phat hién thiy ring khi st dung
phuong phép néu trén, su hoat héa té bao T va phan tng san sinh khéng thé & dong vat
duoc e ché dang k& so voi phuong phap diéu ché thé tiép hop bang cach cai bién & cac
vi tri khac, nhu d4u tin ciing N ciia peptit. Do d6, c4c tic gia séng ché da phat hién thiy
rang thé tiép hop protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y dugc st dung duéi dang duge
pham protein théng thuong c6 thé dugc st dung 1am duoc phim va phuong phéap 1am

giam kha ning sinh mién dich ctia protein hogc peptit c6 hoat tinh sinh Iy.

Mitrc do giam kha nang sinh mién dich trong co thé c6 thé dugc danh gia bing
phuong phap di biét va khong chi gi6i han & cac phuong phap nay. Vi du, mitc d khéc
biét vé kha ning sinh mién dich c6 thé duoc kiém chimg bang phuong phép do hoat tinh
té bao T ex vivo, bao gdm budc ghép cip mdi chit mang vé6i dau tin cing N hodc céc vi
tr{ khong phai 14 ddu tan ciing N, bao gdm dau tan cing C. Nhoém aldehyt phan mg phéan
tng chon loc véi dau tan cling N & d6 pH thp, va nhém aldehyt phan ting cfing tao lién
két ddng héa trj v6i gde lysin & d6 pH cao, vi du do pH = 9,0. Phén tng gan polyetylen
glycol dugc thuc hién trong khi thay d6i d6 pH phan fng, sau d6 cac chat déng phan vi

tri c6 thé dugc phén tach ra khoi hdn hop phéan tmg bang cot trao dbi ion.

Khi phan tmg ghép cdp dugc thuc hién & vi tri khong phai 1a dAu tan cing N ma 1a
vi tri quan trong quyét dinh hoat tinh ctia protein hoic peptit i vivo, thi nhém thiol phan
ung co thé duoc chén vao vi tri géc axit amin can cai bién, do d6 tao ra lién két déng hoa

tri gitra protein hodc peptit va nhém maleimit ciia polyme phi peptidyl.

Khi phan tng ghép cdp dugc thuc hién & vi tri khong phai 1a dau tan cing N ma 13
vi tri quan trong trong hoat tinh cta protein hodc peptit in vivo, nhom amin dugc chén
vao vi trf gbc axit amin can cai bién, do d6 tao ra lién két dong héa tri giita protein hosc

peptit va nhém aldehyt ctia polyme phi peptidyl.

Ngoai phuong phap dimetyl héa, thi phuong phép bao vé d4u tan cing N ciing bao
gbém phuong phép metyl héa, phuong phép khit amin héa hodc phuong phép axetyl hoa,
nhung khong chi gigi han & cdc phuong phap nay.

Thuét ngfr “protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y dugc ding trong ban mo ta dé

chi protein hodc peptit ¢ thé kiém soat biéu hién gen hodc chirc ning sinh 1y. Protein
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hoic peptit c6 hoat tinh sinh 1j c6 thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han trong pham vi
cta sang ché, mién 13 chit mang dugc gin két véi gde chirc bén trong khong & diu tin
clng cia protein hodc peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y theo sang ché, nhd d6 ¢6 kha nang sinh
mién dich cia protein hodc peptit ndy giam khi so véi kha ning sinh mién dich cua
protein hodc peptit khong dugc gén két véi chit mang. Nhu mo ta dudi ddy, chit mang
c6 thé duoc gin két v6i protein hodc peptit c¢6 hoat tinh sinh 1y nhd gbc lién két, dic biét
13 gbc lién két phi peptidyl.

Ngoai protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh hoc ty nhién thi protein hodc peptit c6

hoat tinh sinh 1y ciing bao gdm dén xuat, bién thé, hoic manh peptit ciia ching.

Vi du vé protein hodc peptit cé hoat tinh sinh 1y bao gbm peptit chéng béo phi,
peptit kich thich tdng hop va bai tiét insulin hodc chit trong tw cia nd, leptin, insulin,
chét twong tu insulin, glucagon, hormon ting truréng clia ngudi, hormon kich thich san
sinh va gidi phong hormon tang trudng, peptit kich thich s&n sinh va gidi phéng hormon
ting truéng, interferon, thu thé interferon, yéu t6 kich tich tao mau, peptit tuong tu
glucagon (GLP-1, v.v), chat chii van dic hiéu kép peptit trong tu glucagon 1/glucagon,
polypeptit rc ché bai tiét dich vi, thu thé bit cip v6i protein G, interleukin, thu thé
interleukin, enzym, protein gin két interleukin, protein gin két xytokin, yéu t6 hoat héa
dai thire bao, peptit dai thuc bao, yéu t6 phién ma dic hiéu té bao B, yéu tb phién ma dac
hidu t& bao T, protein A, yéu tb Gc ché di tng, glycoprotein hoai tir t& bao, doc tb mién
dich, doc t6 lympho, yéu té hoai tir khéi u, yéu té Grc ché khéi u, yéu 6 ting truéng di cin,
alpha-1 antitrypsin, albumin, a-lactalbumin, apolipoprotein-E, yéu t6 tao hdng cau, yéu td
tao hong ciu duoc glycosyl héa ¢ mirc d6 cao, angiopoietin, hemoglobin, thrombin,
peptit hoat hoa thu thé thrombin, thrombomodulin, yéu tb dong mau VII, yéu td dong
méu Vlla, yéu t6 déng mau VIII, yéu té dong mau IX va yéu t§ déng mau XIII, yéu tb
hoat héa plasminogen, peptit gan két fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, protein C,
protein phan tmg C, chét Gic ché renin, chat trc ché colagenaza, superoxit dismutaza, yéu
t6 ting trudng c6 ngudn gbe tidu cdu, yéu td ting truéng té bio biéu mo, yéu té tdng
truéng biéu bi, angiostatin, angiotensin, yéu t6 ting trudng xwong, protein kich thich tao
xuong, calcitonin, atripeptin, yéu td cam ung sun, elcatonin, yéu t6 hoat hoa mé lién Két,
chét e ché chu trinh yéu t m6, hormon kich thich nang, hormon tao hoang thé, hormon

kich thich san sinh va giai phéng hormon tao hoang thé, yéu t6 ting trudng than kinh,
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hormon tuyén can gip, relaxin, secretin, somatomedin, yéu td ting truéng twong tr
insulin, hormon vo thuong than, glucagon, cholecystokinin, polypepit tuyén tuy, peptit
kich thich san sinh va giai phéng gastrin, yéu té kich thich gidi phéng cortincotropin,
hormon kich thich tuyén giap, autotaxin, lactoferin, myostatin, thu thé, chit dbi khang thu
thé, khang nguyén bé mit té bao, khang nguyén vacxin c¢6 ngudn gbc virut, khang thé don
dong, khang thé da dong, va manh khang thé, nhung khéng chi giéi han & cic protein
hodc peptit nay.

Cu thé hon, protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢6 thé bao gdm insulin, peptit
kich thich tbng hop va bai tiét insulin, hozic chét chu van dic hiéu kép peptit tuong tur

glucagon 1/glucagon, nhung khong chi gi6i han & cac protein hodc peptit nay.

Thuét nglr “insulin” dugc dung trong ban mo ta dé chi toan bd cac peptit hoic
peptit cai bién c6 tac dung kich thich céc thu thé insulin. Vi du vé insulin c6 thé bao gdm
insulin tu nhién, insulin tic dung nhanh, insulin tdc dung kéo dai, chét tuong tu insulin
trong d6 céc axit amin bat ky ctia insulin tu nhién dugc bién dbi bang phuong phép bat
ky dugc chon tir phuong phép thay thé, bd sung, loai bo, va cai bién, hoic td hop céc
phuong phép nay, hodc co thé 13 manh peptit ciia chiing. Ngoai ra, insulin theo sang ché
c6 thé 1 insulin téc dung kéo dai dwoc tdng hop biang cic phuong phip bao ché dugc
chét tac dung kéo dai dé khic phuc van dé vé thoi gian ban thai ngén. Cu thé, insulin c6
thé 13 insulin tac dung kéo dai hodc chét trong tu insulin tic dung kéo dai c6 thé dugc sir

dung mdt tuan mot 1an, nhung khong chi giéi han & cac insulin nay.

Vi du cu thé v& insulin theo sang ché bao gém insulin hodc chit trong tu insulin
va dang tac dung kéo dai cia n6 dugc mo ta trong Patent Han Qudc sb 10-105 8290 {(hodc
W02008/082274) hoic Cong bd Pon Patent Han Qudc sb 2014-0106452 (hoic
W02014/133324), dugc két hop vao sang ché bang cach vién din, nhung khong chi gi6i
han & cac insulin nay.

Thuét ngir “chat twong tu insulin” dugc ding trong ban md ta dé chi chat van c6
chire ning kiém so4t ham lugng glucoza trong mau in vivo twong tu nhu insulin tir nhién.
Cu thé, chit twong tr insulin bao gdm cac chét trong d6 mot hodc nhiéu axit amin trong
trinh ty insulin tu nhién dugc cai bién. Chét twong tu insulin c6 thé 13 chét twong tu
insulin trong d6 chudi axit amin alpha hodc chudi axit amin beta clia insulin ty nhién

duogc thay dbi. Trinh tu axit amin cia insulin tu nhién 13 nhu sau.
9
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Chudi alpha:

Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Ty
r-Cys-Asn (SEQ ID NO:1).

Chubi beta:

Phe-Val-Asn-GlIn-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-
Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr (SEQ ID NO:2).

Cu thé, it nhit mot axit amin trong insulin trr nhién c6 thé c6 gbe cai bién duoc
chon tir nhém bao gém gdc thay thé, gbc bd sung, gdc loai bd, gbe cai bién va hdn hop
clia ching, nhung khong chi gi6i han & cac gdc cai bién nay.

Trong phan tmg thay thé hodc bd sung axit amin, 20 axit amin thudng c6 trong
protein ciia ngudi cling nhu céc axit amin thong thuong hodc khéng co trong tu nhién ¢
thé dugc sir dung. Céc cong ty san xuit axit amin thong thudng bao gbm Sigma-Aldrich,
ChemPep va Genzyme. Cac peptit chira cac axit amin nay va trinh tu peptit thong thuong
c¢6 thé duoc tdng hop hodc mua tir cac cong ty tdng hop peptit, vi du American Peptide
Company Inc., va Bachem (USA), hodc Anygen (Korea).

Cu thé, chit tuong tu insulin néu trén bao gém insulin c6 ciu tric dao ngugce, bién
thé insulin, manh insulin, chit chi van insulin, dan xut insulin va twong tw, va phwong
phap diéu ché chiing bao gdbm phwong phap téi td hop gen ciing nhu phuong phép pha rén,
nhung khong chi gidi han & cac phuong phép nay.

Thuét ngir “dan xuét insulin” duoc ding trong ban moé ta dé chi trinh tu axit amin
tuong ddng véi chudi alpha va chudi beta clia insulin tu nhién, dng thdi van c¢6 chic
ning kiém soat ham luong glucoza trong mau trong co thé, va bao gdm dang peptit c6 thé
c6 mot sb nhém chirc trén cac gde axit amin duge thay thé (vi du, alpha-metyl héa,
alpha-hydroxyl héa), loai bd (vi dy, khir amin hoéa), hoac cai bién (vi du, N-metyl hoa).
Ngoai ra, din xuét insulin bao gdm hop chit c¢6 cdu triic twong tu peptit, va hop chét c6
khéi lrong phan tir thip hodc hop chat c6 khdi luong phan tir cao, c6 thé gin két véi thu
thé insulin dé kiém soat ham luong glucoza trong méu trong co thé, thim chi khong

turong ddng véi insulin tw nhién va trinh ty axit amin.

Thuét ngit “manh insulin” dugc dung trong ban mé ta dé chi manh c6 mot hodc

10



49247 11/39

nhiéu axit amin duoc bd sung hodc loai bo trong insulin. Axit amin duge bd sung c6 thé
13 axit amin khong c6 trong ti nhién (vi dy, D-axit amin). Manh insulin theo sang ché

van c6 chirc ning kiém soat ham lugng glucoza trong méu trong co thé.

Thuit ngit “bién thé insulin” dugc ding trong ban mé ta dé chi peptit c6 mot hodc
nhidu trinh tir axit amin khac véi trinh tr axit amin cta insulin, va vin c¢6 chitc ning kiém
soat ham lugng glucoza trong mau trong co thé.

Phuong phap diéu ché chét chi van insulin, d4n xut, manh va bién thé theo sang
ché, c6 thé dugc st dung riéng va két hop. Vi du, sang ché ciing bao gdm peptit cé mot
hodc nhiéu trinh ti axit amin khac véi trinh ti axit amin cta insulin tu nhién, dugc khir
amin héa & gbc axit amin ddu tin clng, va van ¢ chirc ning kiém soat him lugng

glucoza trong mau trong co thé.

Phan mé ta chat chd van, dan xuét, manh va bién thé cta insulin néu trén cling c6

thé duoc ap dung cho cac dang khic clia protein hodc peptit.

Cu thé, chét twong tr insulin c6 thé 13 chit trong d6 mot hodc nhiéu axit amin
duoc chon tir nhém bao gdm céc axit amin & vi tri s6 1, cAc axit amin & vi tri s§ 2, cac
axit amin & vi tri 6 3, c4c axit amin & vi trf s& 5, cac axit amin & vi tri s6 8, c4c axit amin
& vi tri s6 10, cac axit amin & vi tri s& 12, cac axit amin & vi tri s6 16, cac axit amin & vi
tri s6 23, céc axit amin & vi trf s§ 24, c4c axit amin & vi trf s§ 25, cAc axit amin & vi tri sb
26, c4c axit amin & vi trf s& 27, c4c axit amin & vi tri s 28, cac axit amin & vi trf sb 29,
cac axit amin & vi trf s6 30 cta chudi beta; cac axit amin & vi tri sb 1, cac axit amin & Vi
tri s8 2, cac axit amin & vi tri s6 5, cAc axit amin & vi tri s§ 8, cAc axit amin & vi trf s% 10,
c4c axit amin & vi trf s& 12, céc axit amin & vi tri s 14, cac axit amin & vi trf s 16, cac
axit amin & vi tri s6 17, cac axit amin & vi tri s6 18, cac axit amin & vi tri s& 19 va céc axit
amin & vi tri s8 21 cua chudi alpha dugc thay thé bang cac axit amin khac, va cu thé hon
chét tuong tu insulin ¢6 thé 1a chét trong d6 mot hoac nhiéu axit amin dugc chon tir nhém
bao gdm céc axit amin & vi tri s§ 8, cac axit amin & vi trf s6 23, cac axit amin & vi trf s6
24, cac axit amin & vi tri sb 25 cua chudi beta; cc axit amin & vi tri sb 1, c4c axit amin &
vi trf $6 2, cac axit amin & vi trf s6 14 va c4c axit amin & vi trf s6 19 cia chudi alpha dugc

thay thé bang cac axit amin khac.

Cu thé, trong s6 cac axit amin néu trén, chit twong tu insulin cé thé 1a chit trong
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d6 1 hogic nhidu, 2 hoic nhidu, 3 hoic nhidu, 4 hodc nhiéu, 5 hoic nhiéu, 6 hoic nhiéu, 7
hodc nhiéu, 8 hoic nhiéu, 9 hodc nhiéu, 10 hodc nhiéu, 11 hoic nhiéu, 12 hoic nhiéu, 13
hodc nhidu, 14 hodc nhiu, 15 hodc nhiéu, 16 hoic nhiéu, 17 hoic nhiéu, 18 hoic nhiéu,
19 hodc nhidu, 20 hodc nhiéu, 21 hodc nhiéu, 22 hodc nhiéu, 23 hoic nhiéu, 24 hoic
nhiéu, 25 hodc nhiéu, 26 hodc nhiéu, hoic 27 hoic nhiéu axit amin dugc thay thé béng

cac axit amin khac cé thé dugce st dung, nhung khong chi gidi han & cac chat nay.

Céc gbc axit amin & cac vi tri néu trén c6 thé dugc thay thé bing alanin, axit
glutamic, asparagin, isoleucin, valin, glutamin, glycin, lysin, histidin, xystein,

phen;rlélanin, tryptophan, prolin, serin, threonin, va/hodc axit aspartic.

Thuit ngir “peptit kich thich tong hop va bai tiét insulin” dugc dung trong ban md
ta d& chi peptit vin c6 chirc nang kich thich bai tiét insulin. Peptit kich thich téng hop va
bai tiét insulin ¢6 thé kich thich téng hop hodc biéu hién insulin & t& bio beta cia tuy. Cu
thé, peptit kich thich tong hop va bai tiét insulin 12 peptit twong tir glucagon 1, exendin-3,
hoic exendin-4, nhung khong chi giéi han & cAc peptit ndy. Peptit kich thich tong hop va
bai tiét insulin bao gdm peptit kich thich tdng hop va bai tiét insulin tir nhién, tién chét,
chét chu van, din xuit, manh peptit, va bién thé ciia né ciing nhu hdn hop cia ching nhu
mo ta néu trén.

Peptit tuong tu glucagon 1 12 hormon dugc bai tiét boi rudt non, va co tac dung
kich thich sinh tdng hop va bai tiét insulin, trc ché bai tiét glucagon, va ting cudng hip
thu glucoza bdi t& bao. O rudt non, tién chat glucagon dugc chuyén héa thanh 3 peptit,
bao gdm glucagon, peptit twrong tur glucagon 1, va peptit twong tur glucagon 2. Theo sang
ché, peptit twong tir glucagon 1 c6 nghia 14 peptit trong tir glucagon 1 (1-37) & dang ban
dau khong ¢6 chirc ning kich thich insulin, nhung sau d6 dugc phan cit va chuyén héa

thanh dang peptit tuong tu glucagon 1 (7-37) c6 hoat tinh.

Exendin-4 13 peptit c6 39 axit amin, ¢6 d6 twong ddng trinh tir axit amin véi peptit
twrong tu glucagon 1 bang 53%. Exendin-4 ¢6 thé ¢6 trinh tr nhu sau, nhung khéng chi
gidi han & trinh tu nay:

Exendin-4:

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val
Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser (SEQ
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ID NO:3)

Trong khi d6, exendin-3 13 polypeptit c6 cac axit amin & vi tri s6 2 va 3 khac véi
c4c axit amin & vi tri s6 2 va 3 clia exendin-4. Exendin-3 13 polypeptit trong d6 cac axit
amin & vi trf s6 2 va 3 clia exendin 4 14n luot dugc thay thé bang serin va axit aspartic, va
exendin-3 ¢4 cong thuc 13 Ser’Asp’-exendin-4(1-39). Cu thé, exendin-3 c6 thé ¢6 trinh tur

nhu sau, nhung khong chi gidi han & trinh tu nay:
Exendin-3:

His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val
Arg Leu Phe lle Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser (SEQ
ID NO:4)

Dan xuét peptit kich thich tbng hop va bai tiét insulin néu trén c¢6 thé 13 din xuit
trong d6 d4u tan cting N ctia peptit kich thich tong hop va bai tiét insulin dugc cai bién.
Cu thé hon, din xudt peptit kich thich tdng hop va bai tiét insulin c6 thé phén giai nhanh
thy thé bing cach bién dbi dién tich & dau tan cung N, va din xut peptit kich thich téng
hop va bai tiét insulin c6 thé 13 din xuét trong d6 dién tich duong & du tin cing N dugc
bién ddi thanh dién tich trung hda hodc dién tich am tuyét ddi.

Dan xuét peptit kich thich tdng hop va bai tiét insulin theo sang ché c6 thé bao
gdm din xuét histidyl da khir amin c6 nhém amin (hoic amin) & d4u tén cing N cta
peptit kich thich tong hop va bai tiét insulin dugc loai bé, din xuit beta-hydroxy
imidazopropionyl c6 nhém amin dugc thay thé bang nhém hydroxyl, din xuit
dimetyl-histidyl ¢6 nhém amin dugc cai bién bing hai nhém metyl, din xuit
beta-carboxyimidazopropionyl ¢ nhém amin & dau tan ciing N duoc thay thé bing nhém
carboxyl, hoic dan xuit imidazoaxetyl c6 cacbon alpha ciia gbc histidin & d4u tan ciing N
duoc loai bd dé chi gitr lai nhom imidazoaxetyl, do d6 dién tich duong ctia nhém amin
duogc loai bo, va cac dan xuit duge cai bién nhém amin ¢ dau tin ciing N khac cling nim

trong pham vi ctia sang ché.

Vi du, dan xuét peptit kich thich téng hop va bai tiét insulin c6 thé 13 din xuit c6
nhém amin (hodc amin) & ddu tin cing N hodc gbc axit amin & déu tdn cing N cia
exendin-4 duogc cai bién bang phuong phap héa hoc. Cu thé, din xuit peptit kich thich

téng hop va bai tiét insulin 13 din xuét exendin-4 dugc didu ché bing cach thay thé hoic
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loai b6 nhém amin alpha c6 trong cacbon alpha cta gdc histidin & dau tin cing N (axit
amin thr nhét) ciia exendin-4. Cu thé hon, din xuét peptit kich thich tong hop va bai tiét
insulin c6 thé bao gdm histidyl-exendin-4 di khir amin (DA-Exendin-4) dugc diéu ché
bang cach loai bé nhém amin & dau tan cing N, beta-hydroxy imidazopropyl-exendin-4
(HY-exendin-4) dugc diéu ché bang cach thay thé nhém amin & dAu tn cing N bing
nhém hydroxyl, beta-carboxy imidazopropyl-exendin-4 (CX-exendin-4) dugc diéu ché
bing cach thay thé nhém amin & diu tin cing N bang nhém carboxyl,
dimetyl-histidyl-exendin-4 (DM-exendin-4) dugc diéu ché bang cach cai bién nhém amin
& d4u tan cing N bing hai gbc metyl, hoic imidazoaxetyl-exendin-4 (CA-exendin-4)
dugc didu ché bing cach loai bé cacbon alpha cta gbe histidin & dau tin cling N, va cac

dan xuét tuong t.

Peptit kich thich tdng hop va bai tiét insulin dugc mo ta trong Cong bd don Patent
Han Qudc s6 10-2012-0135123 (hoic W02012/165915) hoic W02014/107035; Aduqc két
hop vao sang ché bang cach vién din; cling ndm trong pham vi ctia sang ché.

~,

Thuét ngit “chit chu van dic hidu kép peptit trong tu glucagon 1/glucagon” duoc
dung trong ban mb ta dé chi peptit hoic méanh peptit, tién chit, bién thé hogc din xuét ciia
né ¢ hoat tinh dac hiéu kép peptit tuong tu glucagon 1/glucagen, nhu oxyntomodulin, 1a
chét chu vén dic hiéu kép peptit tuong tu glucagon 1/glucagon tir nhién. Theo sang ché,
chat chi van dic hidu kép peptit trong tu glucagon 1/glucagon cé thé 1a chit chu van dic
hiéu kép peptit tuong tu glucagon 1/glucagon dugc tng hop bang cac phuong phap bao
ché dugc chét tic dung kéo dai dé khic phuc van dé vé thoi gian ban thai ngin, va tét hon
néu chit chu van dic hiéu kép peptit twong tu glucagon 1/glucagon tac dung kéo dai c6

thé duoc str dung mot tudn mot 14n, nhung khéng chi gi6i han & chat chi van nay.

Chét cha van dic hiéu kép peptit twong tu glucagon 1/glucagon bao gbm
oxyntomodulin.

Thuét ngit “oxyntomodulin” dugc ding trong ban md ta dé chi peptit dugc tao ra
tir tién glucagon, 13 tién chit cia glucagon. Theo sang ché, oxyntomodulin bao gém
oxyntomodulin ty nhién, tién chat, din xuét, manh peptit, bién thé ctia né va peptit trong

tr nhu mé ta néu trén.

Oxyntomodulin  ¢6  thé ¢4 tinh tw  axit amin 13
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HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA (SEQ ID NO:5), nhung
khong chi giéi han & trinh tu nay.

DAn xuét oxyntomodulin bao gém peptit, dan xuét peptit hodc hop chit c6 céu tric
tuong tu peptit dugc diéu ché béng cach bd sung, loai bd hodc thé axit amin bat ky trén
trinh tu cta oxyntomodulin va c¢é thé hoat héa ca thu thé peptit tuong tir glucagon 1 va
thu thé glucagon, va dic biét co thé hoat héa mdi thu thé nay & mic d cao hon muac do

duoc hoat hda bdi oxyntomodulin tir nhién.

Vi du cu thé v& chét chu van dic hiéu kép peptit twong tu glucagon 1/glucagon
theo sang ché bao gdm chit chi van dic hiéu kép peptit twong tu glucagon 1/glucagon,
din xuét hoic dang tac dung kéo dai cuia né dugc mo ta trong Don cong bd Patent Han
Qubc s6 10-20125-01372771 (hoic WO02012/169798) va 10-2012-01639579 (hodc
W02012/173422), duoc két hop vao sang ché bing cach vién ddn.

Theo sang ché, chit mang that dugc gin két véi protein hodc peptit ¢ hoat tinh
sinh 1y c¢6 thé 13 chét c6 tac dung lam ting thoi gian bén thi in vivo cla protein hogc

peptit ¢ hoat tinh sinh 1y nay.

Vi du vé protein hogc peptit c6 hoat tinh sinh Iy bao gbm cac chét khac nhau cé
kha ning 1am giam d¢ thanh thai thdn cda protein hodc peptit cé hoat tinh sinh ly, vi du
polyetylen glycol, axit béo, cholesterol, albumin hodc ménh peptit ciia n6, hop chét gin
két albumin, polyme cé cac don vi ldp chura trinh tu axit amin ddc hiéu, khang thé, manh
khang thé, hop chét gin két thu thé ving Fc méi sinh, mé lién két in vivo hodc din xuat
cta nd, nucleotit, fibronectin, transferin, polypeptit twong tu elastin, polypeptit XTEN,
peptit chira dau tin cing carboxyl, mau do cam tng tao cAu tric, sacarit, polyme cé khéi
luong phén tir cao, trinh ty axit amin dédc hi¢u, polyme cé cic don vi lap chta trinh tu
axit amin dic hiéu, va cac chat trong tw. Ngoai ra, gdc lién két giita protein hoic peptit
¢6 hoat tinh sinh 1y va chit mang bao gdm gbc lién két dugc tao ra bang phuong phap tai

t6 hop gen va gbc lién két in vitro, nhung khong chi gii han & cac gbc lién két nay.

Chéat mang c6 thé duoc lién két ddng hda tri hoic khong ddng héa tri véi protein
hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y. Hop chit gan két thy thé ving Fc méi sinh néu trén cé
thé 1a ving Fc cua globulin mién dich, vi du ving Fc cta IgG.

Khi polyetylen glycol dugc st dung lam chat mang, thi phwong phép Recode do
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Ambrx Inc. cung cip c6 thé gin két dic hiéu vi tri v6i polyetylen glycol ¢6 thé duoc st
dung. Ngoai ra, phuong phap gin polyetylen glycol do Neose company cung cap c6 thé
ghn két dic hiéu véi gbc duoc glycosyl héa c6 thé duge sir dung. Hon nita, phuong phép
giai phéng PEG trong d6 polyetylen glycol dugc thai trir tir fir trong co thé c6 thé dugc st
dung, nhung khong chi gidi han & cac phuong phép nay. Ngoai ra, cac phuong phap c6
thé duge st dung trong sang ché bao gdm phuong phép 1am ting @ sinh kha dung bang
cach sir dung PEG. Ngoai ra, cac polyme phi peptidyl, nhu polyetylen glycol,
polypropylen glycol, copolyme cta etylen glycol va propylen glycol, rugu da chuc
polyoxyetylat, rugu polyvinylic, polysacarit, dextran, ete polyvinyl etyl, polyme ¢ thé
phan hity sinh hoc, polyme lipit, kitin, hodc axit hyaluronic cling ¢6 thé dugc gin két véi
protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y bing cach sir dung cac phuong phép néu trén.

Khi albumin duge st dung 13m chit mang, phuong phap c6 thé dugc str dung theo
sang ché bao gdm phuong phép trong d6 albumin hodc manh peptit ciia né c6 thé dugc
lién két ddng héa tri truc tiép véi protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy dé 1am tang do
dn dinh in vivo. Ngay ci khi albumin khong dugc lién két truc tiép, thi phuong phap
trong d6 hgp chit gin két albumin, vi du khang thé hodc manh khang thé gin két dic hiéu
albumin dugc gin két vé6i protein hoic peptit c6 hoat tinh sinh Iy nhd dé gin két vé6i
albumin c6 thé dugc st dung, va phuong phap trong d6 mot s6 peptit/protein c6 ai luc
gin két v&i albumin duge gin két v6i protein hodc peptit ¢6 hoat tinh sinh 1y ¢4 thé duoc
str dung. Ngoai ra, phuong phéap trong d6 axit béo c6 ai luc gin két véi albumin dugc gin
két v6i protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢6 thé dugc st dung, nhung khong chi gisi
han & cac phuong phép nay. Phuong phép gin két hoic phuong phap bat ky c6 thé 1am

ting do on dinh in vivo bang cach st dung albumin c6 thé dugc s dung theo sang che.

Phuong phap dé gén két vdi protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh Iy bang cach st
dung chét mang 13 khéng thé hoic manh khang thé d¢ 1am téng thoi gian béan thai in vivo
ciing c6 thé dugce sir dung theo sang ché. Khang thé hodc manh khang thé c6 vi trf gén két
FcRn c6 thé duoc st dung, va méanh khang thé bét ky khong chira vi tri gén két FcRn, vi
du manh khang thé khéng chira doan Fab cé thé dugc st dung. Phuong phap thé CovX
do CovX Company cung cip st dung khéng thé xtic tac ¢ thé dugc st dung theo sang
ché, va phuong phép lam ting thoi gian béan thai in vivo st dung ving Fc cta globulin

mién dich ¢6 thé dugc st dung theo sang ché.
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Khi ving Fc cua globulin mién dich dugc sir dung, thi gbc lién két gin két véi
ving Fc va protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh 1y va phuong phép gan két ctia né c6 thé
bao gdm lién két peptit hoic polyetylen glycol hoic gbc lién két twong tu, nhung khong
chi gi¢i han & cac gbc lién két nay va phuong phép gin két hoa hoc bét ky ¢ thé cé trén
thi truong. Ngoai ra, ty 16 gin két ciia ving Fc va chit twong tu insulin c6 thé bang 1:1

hodc 1:2, nhung khéng chi gidi han & cac ty 1€ nay.

Vang hing dinh cia globulin mién dich chira ving Fc 13 polypeptit c6 thé phan
hiy sinh hoc cé thé duoc chuyén héa in vivo, do d6 an toan dé sir dung 1am chét mang
dugc chit. Ngoai ra, dudi goc do san xuét, tinh ché va hiéu suit cia thé phurc hop, ving
Fc cta globulin mién dich ¢6 wu diém hon phan tir globulin mién dich ¢6 chiéu dai diy
da do c¢6 khéi luong phan tir twong ddi thip. Ngoai ra, do ving Fc ctia globulin mién dich
khéng chita doan Fab, ma cé do khong déng nhét cao do khéc biét vé trinh tu axit amin -
gita c4c khang thé vdi nhau, nén riéng ving Fc clia globulin mién dich tao ra thé phirc
hop v6i @6 ddng nhat dugc cai thién dang ké, va 1am giam kha ning sinh khdng nguyén

trong mau.

Ngoai ra, PEG néu trén dugc gén Kkét khong ddc hi€u véi vi tri ddc hi€u hodc céac
vi tr ddc hiéu khéc nhau cua peptit dich, do d6 lam ting khdi Iugng phéan tir ciia peptit
nay. Do d6, PEG lam gidm hitu hiéu 49 thanh thai thin, ngén ngura thiy phén peptit va
khong gdy ra tac dung khéng mong mudn nghiém trong. Ngoai ra, khi dugc gin két vei
peptit ngoai sinh, PEG c6 thé 1am giam kha ning nhan dién céc vi tri khang nguyén c6 &
peptit ngoai sinh cua t& bao mién dich. Cu thé, PEG c6 thé tc ché peptit khéi bi thuc bao
béi té bio trinh dién khang nguyén va tc ché phan giai protein. Do d6, PEG c6 thé 1am
giam kha ning hoat hoa peptit thanh khang nguyén. Dic biét d6i v6i khang nguyén 1a
protein ngoai sinh dé kich thich hoat héa té bao T biéu hién CD4, thi khoang 14-24 peptit
mach ngén ¢ dang dugc gén két véi MHC nhém II phai dugc biéu hién trén t& bio trinh
dién khang nguyén. Qua trinh thyc bao va phan giai protein c6 thé bi tc ché trong qua
trinh phén cét thanh kich c& thich hop phu thudc vao vi tri gin két ctia PEG.

Theo mot phuong 4n, chit mang dugce lién két v6i protein hodc peptit c6 hoat tinh
sinh 1y nho gbe lién két, cu thé gbe lién két phi peptidyl.

Theo sang ché, gbc lién két phi peptidyl 12 polyme c6 thé phan hiy sinh hoc chira

hai hodc nhiéu don vi 13p lai, cac don vi 1ap lai nay co thé dugc gén két v6i nhau béng
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lién két ddng héa tri bit ky, ngoai trir gbc lién két peptit. Thut ngir “gbe lién két phi
peptidyl” va “polyme phi peptidyl” c6 thé duoc sir dung thay thé cho nhau.

Gbc lién két phi peptidyl theo sang ché c6 thé dugc chon tir nhém bao gdm
polyme c6 thé phan hiy sinh hoc, polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, va hdn hop cua
ching. Polyme c6 thé phan hiy sinh hoc theo sang ché c6 thé bao gém polyetylen glycol,
polypropylen glycol, copolyme cua etylen glycol va propylen glycol, ruou da chtic
polyoxyetylat, ruou polyvinylic, polysacarit, dextran, ete polyvinyl etyl, axit polylactic
hodc axit polylactic-glycolic. Theo mdt phuong 4n cu thé, polyme phi peptidyl 1a
polyetylen glycol. Ngoai ra, cac din xuét ciia ciia cac polyme néu trén di biét trong linh
vuc nay va dan xuét dé dang duoc diéu ché bang phuong phap da biét trong linh vuc nay

cling nam trong pham vi cda sang che.

Géc lién két peptit duoc st dung trong protein dung hop duoc difu ché bing
phuong phap dung hop trong khung thong thudong c¢6 nhuoc diém 13 d& bi phan cét in vivo
béi enzym phan gidi protein, do d6 tac dung lam ting thoi gian ban thai ctia dugc chét
boi chit mang khong thé thu dugce ddy di nhu mong mubn. Tuy nhién, do khoéng chira
gdc lién két peptit, nén polyme phi peptidyl theo sang ché c6 thé khang enzym phan giai
protein, do d6 1am ting thoi gian ban thai trong huyét thanh cia peptit. Khdi lvong phan
tir ctia polyme phi peptidyl theo sang ché nim trong khoang tir 1 &n 100 kDa, va tét hon
néu nim trong khoang tir 1 d&én 20 kDa. Polyme phi peptidyl theo sang ché dwogc lién két
véi ving Fe ciia globulin mi&n dich c6 thé 1a mét loai polyme hoic hdn hop ctia cac loai

polyme khac nhau.

Theo sang ché, chit mang dugc gin két v6i gbe chiic bén trong khong & diu tan
cung cua protein hodc peptit c6 hoat tinh sinh ly. Trong trudng hop nay, nhu néu trén,
chit mang c6 thé duoc gin két vai gbe chirc bén trong khéng & dau tn cing cia protein

hoic peptit c6 hoat tinh sinh Iy nhd gbc lién két.

Géc chirc bén trong khong & du tin cting clia protein hodc peptit ¢6 hoat tinh sinh
Iy ¢6 thé bao gbm, nhung khong chi gidi han & gbc bét ky khi chit mang dugc gan két
v6i protein hodc peptit ¢ hoat tinh sinh 1y thi c¢6 thé 1am giam kha ning sinh mién dich
clia chiing, so v6i kha ning sinh mién dich cta protein hodc peptit khong duge gin két
v6i chit mang hoic protein hodc peptit trong d6 chit mang duoc gin két véi vi trf dau tan

cung cua protein hodc peptit.
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Axit amin bén trong khong & dau tin cling ciia protein hodic peptit c6 hoat tinh

sinh 1y ¢6 thé 13 lysin, xystein, hoic tuong tyr.

Cu thé hon, khi protein hodc peptit cé hoat tinh sinh Iy 13 peptit kich thich téng
hop va bai tiét insulin, dic biét 13 exendin-4 hogc din xuit cia exendin-4, thi gdc chirc
bén trong cd thé 1a géc lysin & vi tri s6 12 hoac 27, nhung khong chi giéi han & cac géc

chirc nay.

Ngoai ra, khi gbc lién két aldehyt duge sir dung 1am polyme phi peptidyl, thi dau
tan cung N dugc phan tng véi nhém amin trong gbc lysin, va dang cai bién cia peptit
kich thich tdng hop va bai tiét insulin ¢6 thé dwoc sir dung dé céi thién hiéu suit phan tng.
Vi du, nhom amin phan ng co thé dugc giit & vi tri mong mudn bing cach st dung
phuong phap phong bé dau tn cling N, phuong phap thay thé gdc lysin, phuong phap
chén nhém amin, ciing nhu phwong phap gin polyetylen glycol va hiéu sudt ghép cip c6
thé dugc cai thién.

Theo phwong 4n wu tién, thé tiép hop peptit kich thich téng hop va bai tiét insulin
trong d6 chit mang duoc gin két véi gbe chirc bén trong khong & dAu t4n clng clia peptit
kich thich tdng hop va bai tiét insulin theo sang ché, 14 thé tiép hop peptit kich thich tong
hop va bai tiét insulin trong d6 vung Fc cta globulin mién dich duoc gén két dic hiéu véi

nhém amin khéng ¢ dau tan cing N ciia peptit kich thich téng hop va bai tiét insulin.

Theo mét phuong 4n cu thé, cic tac gia sang ché d3 thuc hién mot loat cac thir
nghiém trong phuong phép gin két chon loc PEG véi gbc lysin ctia peptit kich thich tong
hop va bai tiét insulin, khi gin két PEG vé6i exendin-4 tu nhién, thi phén tmg niy duoc
thyc hién & do pH = 9,0, do d6 gén dic hidu PEG véi gbc lysin; trong khi d6 trong
phuong phép khéc, khi gén két PEG voi dang duogc bao v€ hodc loai bd dau tan cung N
ciia din xuét exendin-4, thi phan tmg nay duogc thuc hién & d6 pH = 7,5, do d6 gin dic
hiéu PEG véi gbc lysin. Do d6, cac tac gia sang ché da kiém chimg duoc ring trai nguoc
v6i khi gén két chit mang & dau tin cing N, thi khi gin két chit mang véi gde lysin, hoat

tinh t& bao T ex vivo bi trc ché dang ké (Bang 2-4).

Thuat ngir “ving Fc ciia globulin mién dich” dwgc dung<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>