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Linh vue k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén dwoc phdm hiru ich dé diéu trj rdi loan déng mau, nhu
bénh wa chay mau A, déc biét 1a & bénh nhan c6 bénh wa chdy méu typ A nh¢ sy phat

trién ctia cac khang thé (rc ché yéu t6 VIII.
Tinh trang k§ thuat cia sang ché

Hién twong dong méau gdm c6 hai con duong, mdt con dudng 1a ndi sinh va
con dudng con lai 12 ngoai sinh, din dén con duong chung cudi ciing. Su két hop cua
ca hai co ché nay dam bao viéc hinh thanh cidc cuc mau ran va mém déo chiu dugc
4p suét trong méau. Thong qua hoat dong cta thrombin, fibrinogen trai qua céc cai
bién hoa hoc ma dén dén viéc hinh thanh fibrin. Fibrin can thiét cho sy hinh thanh

cac cuc dong.

Con dudng ndi sinh chira cac yéu td c6 trong dong mau va quy trinh déng mau
bét d4u trong chinh mach mau d6. Con dudng ngoai sinh gdbm cac yéu t6 mé thuong

khéng ¢6 trong dong méu va dugc giai phong khi tén thuong mach.

Yéu t6 VII 1a glycoprotein c6 trong con dudng déng méu ngoai sinh. Dé bit
dau dot dong mau, thi FVII phai dwoc hoat héa thanh FVIIa. Mdi khi dugc hoat hoa,
thi FVIIa tao phtrc v6i protein yéu t§ mé (Tissue Factor-TF) két hop véi hai
phospholipit, ma dugc giai phong khi ton thuong mach. Mot minh FVIIa (khong tao
phtc v6i yéu t6 mo) cho thdy hoat tinh phén giai protein thdp. Sau d6 phirc hgp FVIIa-
FT bién ddi yéu t6 X thanh yéu t6 Xa khi c¢6 mit cac ion canxi. Phtrc hop nay ciing
tac dong dén sy hoat hoa yéu t6 FIX thanh FIXa, tir d6 xtic tac con dudng ndi sinh.
Yéu td IXa va yéu td Xa, 14n luot, hoat hoa yéu td VII da hoat hoa.

Yéu t6 IX va yéu td X ¢6 trong con dudng dong mau ndi sinh. Yéu t6 IX da

hoat héa khién cho yéu t& X ¢6 thé dwoc hoat hoa thanh yéu t6 Xa.

Yéu t6 Xa tao phirc v6i yéu té FV da hoat hoéa va prothrombinaza bién dbi

prothrombin thanh thrombin. Sau d6 thrombin tic déng dén fibrinogen dé bién ddi
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n6 thanh fibrin va ciing khién cho FVIII va FV ¢6 thé duge hoat héa lan luot thanh
FVIIIa va FVa. Prothrombin, m&t phﬁn, cho phép hoat hoa yéu t& XIII thanh FXIIIa,
chiu trach nhiém vé sy dong dac cia cuc fibrin, khi c6 mat canxi c6 trong huyét tuong

theo cach tu nhién.

Tuy nhién, khi thiéu yéu t6 déng mau, thi dot dong mau bi ngit quang hoic

thiéu hut va sau d6 céc tac gia sang ché deé cap veé sy ddng mdu bat thuong.

Yéu t VII da hoat hoa tac dong khu trt khi c6 mat yéu 6 md duge giai phéng
sau khi tén thwong mé gy chay mau, ngay ca khi khéng c6 yéu t6 VIII hodc yéu tb
IX. bay 14 ly do vi sao yéu td VII, tbt hon néu & dang dugc hoat hda, dugc sit dung

dé diéu tri mot so rodi loan dong mau nhat dinh bicu hién dudi dang chay mau.

Vi vay, yéu t6 VII duogc st dung dé diéu tri cho cac bénh nhéan c6 bénh ua chay
mau, biéu hién su thiéu hut yéu t6 VIII (bénh wa chay méu typ A) hoic yéu t6 IX
(bénh wa chay mau typ B), ciing nhu cic bénh nhan biéu hién cac thiéu hut yéu t6
dong mau khac, vi dy, thiéu hut di truyén FVII. FVII cling dugc khuyén nghi trong
diéu trj dot quy.

Mot s6 bénh nhan c6 bénh ua chay méu phat trién céc khang thé ma trc ché
yéu t6 VIII dwoc dung, thuong & dang dam dic, dudi dang didu tri bénh ua chay mau.

Pay ddng thoi 1a bién chimg phd bién nhét khi didu tri bénh wa chay mau.

Céc khang thé hai diic hiéu hudng dich FIX hoac FIXa va FX hodc FXa, nhu
emicizumab, dugc st dung dé diéu tri cho cac bénh nhén c6 bénh wa chay mau A
béng c4c khang thé khang yéu t6 VIII. Cac khéng thé nay thay thé FVIII vé mit chirc
nang bang cach thuc ddy sy hoat hoa ciia FX boi FIXa bang cach dem hai phéan tir

nay lai v6i nhau. C4c khang thé nay c6 hiéu qua lau dai.

T hop cua FVIIa tai td hop tir méi truong nudi cdy té bao (nhu Novoseven®,
san sinh trong t& bao BHK) v6i emicizumab (nhu ACE910 hodc Hemlibra®) da dugc
thtr nghiém (R. HARTMANN, et al. OR36 | Synergistic Effects of a Procoagulant
Bispecific Antibody and FEIBA or Factor VIIA on Thrombin Generation
(Haemophilia (2017), 23 (Suppl. 2), 11-27). T6 hop nay chi cho thdy tic dung cong

hop dén viéc dicu tri cac rdi loan dong mau.
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Do d6, vAn ¢6 nhu cdu vé td hop dugc pham cho phép theo dai tdt hon cho cac
bénh nhan c¢6 bénh va chay mau A, va dic biét hon 12 cac bénh nhén c6 khang yéu tb

VIII
Ban chét k§y thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuét két hop yéu t6 VII chuyén gen véi khang thé da dic hiéu
duoc dinh huéng khang lai yéu t6 IX va yéu t6 X.

Theo sang ché, t hop theo sang ché cua yéu t& VII thu duoc nho chuyén gen
va céac khang thé dugc dinh hudng khang lai yéu t6 IX va yéu t6 X mang lai tc dung
hiép ddng trong didu tri cac roi loan déng méu, va dic biét 1a d6i vé6i diéu tri cho céc
bénh nhan c¢6 bénh wa chady mau A bang chét e ché khang FVIII va c4c bénh nhan
thiéu hut FVIL

Do d6, mdt khia canh cua sang ché 1a dugc phdm bao gdm:
a. yéu t6 VII chuyén gen, va

b. khang thé da diic hiéu, tét hon néu 12 hai dic hiéu, dugc dinh huéng khang lai yéu

6 IX va yéu t6 X, nhu, vi du emicizumab.
Tét hon néu, yéu t6 VII nay & dang yéu t6 VII da hoat hoa (FVIIa).

Theo mot phuong an cu thé, yéu td IX nay & dang yéu t6 IX di hoat héa (FIXa)
va/hoic yéu td X nay & dang yéu td X da hoat hoa (FXa).

Tot hon néu, yéu to VII chuyén gen nay 1a yeu to VII ¢ nguoi thu dugce tr qué
trinh san xuat cac t€ bao biéu moé & tuyén va cua ddng vat cd va chuyén gen khong

phai ngudi, vi du, qua trinh chuyén gen tho ddi véi yéu t6 VII & nguoi.
Sang ché ciing d& xuét san phdm két hop bao gom:

a. yéu t6 VII chuyén gen, va

b. khang thé da diic hiéu dwoc dinh huéng khang lai yéu t6 IX va yéu t6 X,

dé sir dung trong viéc ngén nglra hodc di€u tri roi loan dong mau, nhu bénh ua chay

mau A, cu thé hon 12 bénh va chay mau A v&i chit e ché yéu t& VIII (FVIII).
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Tét hon néu, san phdm két hop nay & dang dugc pham chua ca yéu t& VII

chuyén gen va khang thé nay.

Theo cach khéc, yéu td VII chuyén gen va khang thé nay & dang cac ché pham
tach biét, thich hop dé dung déng thoi hodc tach biét (vi du tudn tw) cho bénh nhan.

Mot muc dich khac ctia sang ché 1a d& xuét kit bao gdm:
- Vat chtra chira yéu t6 FVII chuyén gen ; va

- Mot vt chira khac chua khang thé duge dinh huéng khang lai yéu td IX va
yéu t6 X.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1: Danh gia tdc dung tao dong mau hiép ddng cta t6 hop Sevenfact™ +
Hemlibra® dén mé 1 ctia huyét twong ctia bénh wa chay méau A sau khi cam tmg bing
TF/PL. (A) Panh gi4 tac dung tao dong mau hiép dong dén ETP, (B) DP4nh gi4 tac
dung tao déng mau hiép ddng dén dinh tao thrombin, (C) Panh gia tac dung tao dong

mau hiép dong dén van toc.

Fig.2: Danh gia tac dung tao dong mdu hiép ddng cua td hop Sevenfact™ +
Hemlibra® dén mé 2 ctia huyét twong ctia bénh ua chiy méau A sau khi cam tmg bang
TF/PL. (A) Pénh gi4 tic dung tao dong mau hiép dong dén ETP, (B) Panh gi4 tac
dung tao déng mau hiép dong dén dinh tao thrombin, (C) Danh gi4 tdc dung tao dong

mau hiép dong dén vén téc.
MO ta chi tiét sang ché
Céc dinh nghia chung

Hién tugng dong mau gdm mét dot cac phan ing enzym lién quan dén cac yéu
td dong mau c6 mat & dang proenzyme ma, khi c6 mdt mot sb déng yéu td nhét dinh,
duogc bién dbi bang cac phén tach phéan giai protein thanh dang "dugc hoat héa" clia
chung. Dang dugc hoat héa clia timg yéu td c¢6 miat & dang tién chét bat hoat dugc ky
hiéu bang chit céi a. Vi vay, FVIIa tao ra, in vivo, tir qué trinh phéan tdch zymogen béi

céc proteaza khac nhau (FIXa, FXa, FVIIa) thanh hai chudi ndi béi cau disulfua.
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Thuit nglt "su diéu tri" hodc "diéu tri" dung dé chi chung cho sy cdi thién,
phong ngtra, hodc dao nguoc tinh trang bénh hoac roi loan, hodc it nhat 14 tridu ching,
vi dy, 1am chdm su tién trién cua bénh hodc lam 4n dinh triéu chting. Viéc tri hoén sy
khéi phat ciia bénh hodc r6i loan, hodc it nhét 13 triéu ching, cling nam trong pham

vi cia thuét ngit nay.

Thuét ngit "su ngdn ngtra" hodc "ngin ngua" dung d¢ chi sy lam giadm nguy

co phat trien hodc mac mdt bénh hodc rdi loan cu thé.

Trong sang ché nay, "bénh nhan" hodc "d6i tuong" cé nghia 1 dong vt c6 v
bét ky, va dac biét hon 12 ngudi, nam hodc nit, & bat ky do tudi ndo, bao gdm ca tré

cm.

Thuat ngft "dugc phdm" ding dé chi cac ché phdm cho phép hoat tinh sinh hoc
clia cac thanh phéan hoat tinh va khong chtra thanh phén bd sung bat ky gy doc cho

d6i tugng st dung duoc phim nay.
Yéu t6 VII chuyén gen

Thuat ngft "yéu t& VII" hodc "FVII" bao gdm céc polypeptit chira trinh tur 1-
406 ctia yéu t& VII & ngudi loai dai (nhu dugc md ta trong Patent M§ s 4,784,950)
hodac FVII ¢6 nguén géc tr mdt loai khac (vi dy, bo, lgn, ché, chudt). Yéutd nay cling
bao gém cac bién thé alen ty nhién cua yéu t6 VII ma c6 thé ton tai, & dang hodc murc
d6 glycosyl hoa bat ky hodc cai bién sau dich ma khac. Vi vay, thuat ngit "yéu t6 VII"
con bao gdm céc bién thé FVII ¢6 hoat tinh sinh hoc bang hoic t6t hon so véi hoat
tinh cta loai dai, cac bién thé nay dic biét bao gdbm céc polypeptit khac véi FVII loai

dai bang cach cai xen, lam khuyét hodc thay thé mot hodc nhiéu axit amin.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, trong phdn md ta nay, thuét ngit "yéu t6 VII" s&
dung dé chi FVII chua dugc phan tach (zymogen) hozc yéu td VII di dugc hoat hoa
(FVIIa)

Do d6, FVIla gdm c6 chudi nhe c¢6 152 axit amin c6 phan tir lugng bing
khoang 20 kDa va chudi ning c6 254 axit amin c6 phan ti lugng bang khoang 30

kDa dugc lién két v&i nhau bang mot cau disulfua (Cys135-Cys262).
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"Yéu tb VII tai td hop" c¢6 nghia 13 yéu t§ VII bét ky thu dugc tir qua trinh thiét
ké di truyén va thu duoc tir sy biéu hién ciia gen twong tmg trong vi sinh vat, thuc vat
hodc thuc vat chuyén gen bat ky. Vi sinh vat c6 nghia la hé vi khuén, nim, virut hodc
té bao bat ky. Yéu t6 VII tai td hop ciling c6 thé duoc san sinh ra tir cic té€ bao nhan
thyc trong moi trudng nudi ciy, nhu té bao thuc vét hoidc té bao dong vat c6 vu, vi

du, té bao dong vat hodc té bao nguoi.

"Yéu t6 VII chuyén gen" c6 nghia 1a yéu t& VII tai to hop bét ky thu duoc tir

qué trinh chuyén gen dong vét dbi véi yéu t6 VII.

"Dong vét chuyén gen" c6 nghia 1a dong vat khong phai ngudi bat ky c6 cai
bién & hé gen cda nd duge du dinh 1a khién cho protein dang quan tam cd thé duogc
biéu hién (¢ day 1a yéu t& VII). Cai bién hé gen nay c6 thé 1a két quéa cta viéc lam
thay ddi, cai bién hodc cai xen clia mot gen. Cai bién nay co thé 12 do céc tic nhén
lam thay dbi hodc tac nhan gay dot bién thuong dugc sir dung hodc tham chi dugc
thuc hién bang phuong phéap gy dot bién truc tiép. Cai bién hé gen nay ciing c6 thé
1a két qua ctia viée cai xen hodc thay thé mét gen hodc nhiéu gen & dang loai dai hozic
dot bién cta ching. Pong vat chuyén gen c¢6 thé dugc chon, theo cach khong gidi
han, tir tho, dé, b9, lac da, chudt dudi cut (hamster), chudt nhét, chudt céng, ngua, lon
nai, lac da mot budu, ctru hoac lac da khong budu. Theo mdt phuong én cu thé, dong

vat ma khong biéu hién al,3-galactosyltransferaza co thé duge chon.

Cum tir "hoat tinh sinh hoc cia yéu té VIIa" c6 nghia 12 kha ning ctia FVIIa
trong viéc tao ra ra thrombin, vi dy, trén bé mat cta cac tidu cu duoc hoat hoa. Hoat
tinh cua yéu t6 VII ¢6 thé dugc danh gié theo céc cach khéac nhau. Hoat tinh sinh hoc
ctiia FVIIa c6 thé dugce dinh luong, vi du, béng cach xac dinh kha nang cta ché phém
FVII trong viéc thuc ddy dong cuc mau bang cach st dung huyét twong thiéu hut FVII
va thromboplastin, nhu duge md ta, vi du, trong Patent M§ 6 5,997,864. Trong thi
nghi€m nay, hoat tinh sinh hoc dugc dénh gia so véi mau ddi ching va dugc chuyén
hoa thanh "cac don vi FVII" bing c4ch so sanh v6i huyét thanh ngudi tiéu chudn gom
thanh khdi chta hoat tinh yéu t6 VII véi luong 1 don vi/mL. Theo cach khéc, hoat
tinh sinh hoc cua yéu té VII c6 thé dugc dinh lugng bang cach (i) xac dinh kha ning
cta yéu t6 Vla trong viéc san sinh ra yéu td Xa trong hé chira yéu t6 mé (TF) bao

quanh béi mang lipit va yéu t6 X (Persson et al. J. Biol. Chem. 272: 19919-19924,
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1997); (ii) x4c dinh sy thily phan cia yéu t6 X trong hé chira nuéc; (iii) x4c dinh lién
két vat Iy ctia FVIIa voi TF bang phuong phap cong hudng plasmon bé mit (Persson,
FEBS letts, 413:359-363, 1997), (iv) x4c dinh sy thily phan ctia co chat tong hop hodc

(v) x4c dinh viéc tao ra thrombin trong h¢ in-vitro khong phu thudc vao TF.

Theo mdt phuong an dugc vu tién, FVII md ta & day la polypeptit c6 trinh tw
peptit co thé 13 trinh tu peptit cua FVII ty nhién & nguoi, tkc 14, trinh tu ¢6 mat &
ngudi khong ¢6 cac rbi loan lién quan dén FVIL K§ thut ndy dugc md ta trong tai

liéu EP 0 200 421.
Thuén loi 13, trinh tg FVII dung trong séang ché 1a SEQ ID NO: 1.

"Tinh hiép ddng" hoic "tac dung hiép ddng" c6 nghia 13, tot hon 13, tic dung
cta sy két hop hai san phdm 16n hon so v6i hai 1an téng cac tic dung cta tirng san
phém duoc dung tach biét. Theo séng ché, tac dung hiép déng dat dugc khi st dung
FVIIa chuyén gen két hop voi khang thé da dac hiéu duge dinh hudng khéng lai yéu
t6 IX va yéu té X cho phép thu dugc tic dung 16n hon so vé6i 2 1an tong ctia tac dung
dat dugc v6i mot minh FVIla chuyén gen va tac dung dat dugc voi mot minh khang
thé da dac hiéu dugc dinh huéng khang lai yéu t6 IX va yéu td X, dén it nhat mot
thong sb tao ra thrombin. Thong sb tao ra thrombin nay dugc chon tir chiu cao dinh,

vén tdc hodc dién thé thrombin noi sinh (endogenous thrombin potential-ETP).

Theo mot phuong an cu thé, FVIIa duoc ding ¢ ndng d6 thip hon hoic bang
105nM, t&t hon néu thap hon 100nM.

Theo mdt phuong an cu thé, khang thé da dic hiéu duoc dinh huéng khang lai
yéu tb IX va yéu td X dugc dung & ndng d6 thap hon 600nM, t6t hon néu thap hon
550nM, tdt hon néu thip hon 500nM, tét hon néu thép hon 450nM, tét hon néu thip
hon 400nM, tét hon néu thip hon 350nM, tét hon néu thdp hon 325nM.

Theo mot phuong 4n cu thé, thu duoc yéu t6 VII tir sita clia dong vt chuyén

gen.

Phuong phap san xuét protein tai to hop trong sita clia dong vat chuyén gen c6
thé bao gébm cac budc sau: phan tir ADN téng hop chira gen ma héa protein dang

quan tAm (vi dy, & ddy 1a FVII & ngudi), gen nay dudi su kiém soat ctia gen khéi dau
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cia protein tiét ra ty nhién trong sita, duoc két hop vao phdi cia dong vat c6 vii khong
phéai ngudi. Sau d6 phéi ndy dugc cdy trong dong vat c6 v cai cling lodi. Mot khi
ddng vat c6 vu thu dugc tir phdi nay dugc cho phat trién du, thi gy ra su tiét stta &
dong vAt cd vi nay, va sita s& dugc thu gom sau d6. Stra nay chira FVII dang quan

tam duoc tiét ra boi dong vat chuyén gen.

Mot vi du vé& qua trinh tao ra protein trong sita ctia dong vat c6 vii cai khong
phai nguoi dugce néu ra trong don chau Au s6 EP0527063, phwong phép néu trong tai

liéu nay c6 thé duge sir dung lap lai dé san xuét ra yéu t6 VII theo sang ché.

Viéce tiét ra yéu t§ VII boi tuyén vi, cho phép né duoc tiét vao sita clia dong
vat chuyén gen, bao gf‘)m viéc kiém soat su biéu hién cua yéu td VII theo cach phu
thudc vao mod. Cac phuong phap kidm soat nhu vy da biét rd dbi v6i ngudi c6 hidu
biét trung binh trong linh virc ndy. Viéc biéu hién dugc kiém soat thong qua cac trinh
tu ma cho phép biéu hién protein dbi voi mot méb cu thé. Céc trinh tu nay cu thé 1a
trinh t gen khoi ddu WAP, beta-casein va beta-lactoglobulin va c4c trinh tu peptit
tin hi¢u; danh sach nay khong bi gigi han.

Theo mét phwong 4n duoc uu tién, yéu té VII theo sang ché duoc san sinh ra

trong sita cila thé chuyén gen.

Theo cach dic biét thuan loi, viéc biéu hién & tuyén vu cda thdé duoc thuc hién
dudi sy kidm soat cua gen khoi ddu beta casein da biét rd d6i véi ngudi ¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc. Cu thé, plasmit chira gen khoi dau beta casein dugc tao ra
bang cach dua trinh tu chira gen khdi du beta casein vao, plasmit ndy duoc tao ra dé
¢6 thé nhén gen la ndm dudi sy kiém soat ctia gen khéi dau nay. Gen mi héa FVII &
ngudi duge két hop va nim dudi su kiém soét clia gen khoi ddu beta casein. Plasmit
chira gen khéi ddu nay va trinh ty ma hoa protein dang quan tim dugc phan hiy béi
cac enzym gi6i han dé giai phong manh ADN chira gen khéi ddu beta casein va trinh
tu FVIL & ngudi. Sau khi tinh ché, cac manh nay dugc dua bang cach vi tiém vao tién
nhan dyc cda phoi tho loai dai. Sau d6 cac phdi nay dugce nudi céy trudce khi chuyén
vao voi trung chuin bi bing hormon cta con cai loai dai. Khi cdc con c4i nay sinh
con, thi doi con 13 c4i dwoc dénh gia bing PCR dé xéac dinh c4c con chuyén gen. S&

lwong ban sao ctia gen chuyén va tinh toan ven clia né duge phét hién ra béi k¥ thuat
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Southern tir ADN chiét tir tho chuyén gen nhé d4 thu dwgc. Nong do ctia FVII ngudi
bidu hién trong stra ctia doi con chuyén gen céi duge dédnh gia thong qua thit nghiém

enzym mién dich.

Theo mét phuwong 4n cu thé, thu dugc yéu t6 VII hitu ich theo sang ché bang

phuong phép bao gdm cac budc sau:

(a) cai xen trinh ty ADN chtra gen ma héa yéu t& VII vao phoi dong vat c6 vii
khéng phai ngudi, gen ndy nam dudi sy kiém sodt phién ma cta gen khoi dAu beta

casein,

(b) chuyén céc phdi thu dugc trong bude a) vao voi trimg clia cac dong vat c6
v cai khong phai ngudi sao cho né phat trién thanh dong vét c6 va khong phai nguoi

trudng thanh.

(c) cam Gng su tiét sira & dong vat c6 vii khdng phai ngudi trudng thanh thu
duoc trong budce b) thude gidng cai hodc & doi con 1a cai ctia dong vat ¢6 vi khong

phai ngudi nay trong d6 gen nay va gen khéi dau c6 mit trong hé gen clia dong vat.
(d) thu gom sita tir ddng vét c6 v khong phai nguoi nay, va
(e) tinh ché FVII ¢6 trong sira di duoc thu gom.
FVII hitu ich & day c6 diém déng dién gan nhu dong nhat.

"Piém ding dién" hoic "pI" ¢ nghia 1a d6 pH ma dién tich nguyén t6 thuc
ctia phan tir yéu t& VII hodc yéu t6 VIIa bang khong, tirc 13, d6 pH ma tai d6 phan tir
nay trung tinh vé dién (dang ion ludng tinh). Diém ding dién cta yéu t6 VII theo sang
ché c6 thé duoc do bang cach thue hién k¥ thuat da biét ro di voi nguoi 6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nhu tip trung déng dién (“isoelectric focusing-IEF"). K§
thuat dién di nay tach cac protein trén co sé diém dang dién cua ching. K¥ thuat nay
bao gdm budc dich chuyén, cam tmg bai dong dién déng déu, cac protein & gradien
d6 pH cho dén khi chung dat d6 pH twong duong v6i diém dang dién riéng ctia chiing,
tai thoi didm d6 ching ngimg dich chuyén do dién tich thuc cta ching bing khong.

Gel IEF duoc st dung dé xac dinh diém ding dién cla protein di néu.
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"Gén nhu ddng nhit" c6 nghia 12 it nhit 90%, t6t hon néu it nhat 95% cac phén
tir yéu t& VII ctia ché phim c6 diém déng dién c6 chénh léch don vi pH nho hon hoic
bing 1,2. Theo mdt phuong 4n khac cua sang ché, it nhit 14 50%, tot hon néu it nhét
55%, t6t hon néu 12 60% cac phan tir yéu t5 VII chuyén gen ctia ché pham c6 diém
dang dién co chénh léch don vi pH nho hon 1, tdt hon néu nhé hon 0,5. Theo mat
phuong 4n khac cta sang ché, it nhit 1a 50%, tot hon néu it nhét 13 55%, t6t hon néu
14 60% céc phan ti yéu t VII cia ché phdm c6 diém ding dién c6 chénh léch don vi

pH bing 0,4.

"Dang N-glycan" c6 nghia 13 tit ca cic dang N-glycan c¢6 & hai vi trf N-
glycosyl héa cia yéu td VII theo sang ché. Cac dang N-glycan nay duge goi 1a dién
tich mot néu tong dién tich ctia chung bang 1. Theo séng ché, "dién tich" c6 nghia l1a
nhém phosphat, nhém sulfat, hodc phan tr axit sialic. Vi vdy, cadc dang N-glycan nay
duoc goi 1a dién tich mot néu chung chi chira mdt nhém phosphat hodc mdt nhom
sulfat hodc mdt phan tr axit sialic. Trai ngugce voi thudt nglt “dién tich mot”, thuéat
ngit “dién tich hai” c6 nghia la tong dién tich dugc mang béi cac dang N-glycan bing
2, tire 13, ching c6 dién tich hai dugc chon tir nhém phosphat, nhém sulfat va/hodc
phén tir axit sialic. N6i cach khac, dang N-glycan dién tich hai c6 mot phén tir axit
sialic va mot nhém phosphat, hodc mét phéan tir axit sialic va mdt nhoém sulfat, hodc
hai phén tr axit sialic, hodc hai nhém phosphat, hodc hai nhom sulfat, hodc nhom
phosphat va nhém sulfat. Thuat ngit “dién tich ba” ¢6 nghia 13 tong dién tich dugc
mang bdi cac dang N-glycan be"mg 3, trc 13, ching cd ba dién tich dugce chon tir nhém
phosphat, nhém sulfat va/hodc phén tir axit sialic. N6i cach khéc, dang N-glycan dién
tich ba c6 mot phan tlr axit sialic, mdt nhém phosphat va mot nhom sulfat, hodc hai
phén tir axit sialic va mdt nhom phosphat, hodc hai phéan tir axit sialic va mdt nhom
sulfat, hodc mdt phan tir axit sialic va hai nhom phosphat, hodc mot nhom axit sialic
va hai nhém sulfat, hodc mot nhém phosphat va hai nhém sulfat, hodc mot nhom
sulfat va hai nh6ém phosphat hoéc ba phan tur axit sialic, hodc ba nhom phosphat, hodc
ba nhém sulfat. Thuat nglt "trung tinh" c6 nghia 1a dang N-glycan khong chta dién
tich bét ky.

Dién tich cua cac dang N-glycan cta yéu t§ VII theo sang ché c6 thé duogc do

bang c4ch thuc hién phwong phép da biét r5 dbi voi ngudi ¢ hiéu biét trung binh
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trong linh vurc, cu thé 12 bang phwong phép sic ky 1éng hiéu ning siéu cao v6i nhya
trao ddi anion két hop voi phwong phép do tim bang huynh quang (AEX-UPLC/FD).
Phuong phap nay cho phép tach cac dang N-glycan khac nhau theo dién tich biéu
kién cta chung (xem cu thé trong tai liéu Hermentin et al, Glycobiology, vol. 6, no.
2, 1996). Trong ngit canh phuong phép séc ky trao d6i anion, nhua tich dién duong
duoc st dung lam pha tinh. Cac nhya tich dién duong nay thuong tao thanh tir polyme
lién két chéo hodc gel, ma cac nhém tich dién dwong dugc ghép 1én trén d6. Theo
mdt phuong 4n thuén loi ciia sang ché, cot trao d6i anon yéu dang aminopropyl dugc

su dung.

Trong trudng hop ché phim yéu td VII theo séng ché, c6 vé 1a trong s tt ca
c4c dang N-glycan cta yéu td VII cta ché pham, thi it nhét 50% céac dang N-glycan,
it nhat 60% céac dang N-glycan, t6t hon néu it nhét 65%, t6t hon néu it nhit 70%, tot
hon néu it nhit 75%, t6t hon néu it nhit 80%, t5t hon néu it nhit 85%, tot hon néu it
nhit 90%, t5t hon néu it nhat 95%, c6 dién tich mot. Theo mdt phuong 4n duge uu
tién, cac phan ti yéu td VII ¢6 cac dang N-glycan dién tich mot biéu hién nam trong
khoang tir 50% dén 95% phén tir yéu t6 VII ctia ché phim, tot hon néu nim trong
khoang tir 50% dén 90% phan tir yéu t6 VII clia ché phim, t6t hon néu nim trong
khoang tir 50% dén 80% phan tir yéu t& VII ctia ché pham, t6t hon néu nim trong
khoang tir 50% dén 75% phan tir yéu t6 VII ctia ché phim, 6t hon néu nim trong
khoang tir 50% dén 70% phan tir yéu t6 VII ctia ché pham, t6t hon néu nam trong
khoang tir 50 dén 65% phan tir yéu t6 VII cia ché phim, t6t hon néu nim trong

khoang tir 50% dén 60% phan tir yéu td VII ctia ché phim.

Diém ding dién gan nhu dong nhat ctia ché pham yéu t6 VII cua to hop theo
sang ché thu duogc tir sy két hop céc tinh chét glycosyl hoa va y-carboxyl hoa cia céc

phan ti FVII gdm yéu t d6.

Yéu t6 VII chuyén gen hitu ich & diy c6 cac dic tinh cla cai bién sau dich ma.
Cu thé, c4c cai bién nay 14 cai bién glycosyl hoa, nhu hai vi tri N-glycosyl héa c6
lwong Galal,3Gal bang khéng hoic rat thap trong ché phim FVIL, hoic van du thap
d8 khong gay mién dich. Nguogc lai, FVII mé ta & day khong phai 1a FVIT huyét tuong,
tire 14, né khong phai 14 san phdm tinh ché tir huyét twong ngudi hodc dong vat. Cu

thé hon, FVII chuyén gen hitu ich & day co6 cac cai bién sau dich mé, ciing nhu hai O-
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glycosyl hoa véi cac don vi glycan xac dinh dugc, y-carboxyl hoa, va cac cau disulfua

déc hiéu.

FVIla hitu ich ¢ day c6 thé bao gém mot vai cai bién sau dich ma: chin hodc
mudi axit glutamic ddu tdn cing N ddu tién duoc y-carboxyl hoa, Aspes dugc
hydroxyl héa mot phdn, Sersz va Serso duge O-glycosyl hoa va 1an lugt mang don vi
glucoza (xyloza)o.» va fucoza, Asniss va Asnszy duge N-glycosyl hda chu yéu boi cac

cau tric phirc hai nhanh duoc monosialyl hoa.

Thuén 1oi 13, it nhit 80% cac phan tir yéu t6 VII chuyén gen hitu ich & day ¢6
sur y-carboxyl héa trén chin gde axit glutamic. Theo mét phwong 4n khéc, it nhat 85%
c4c phén tir ndy c6 su y-carboxyl hoa trén chin gde axit glutamic. Theo mdt phurong
an khac, khoang tir 85% dén 100%, t&t hon néu 1a tir 90% dén 100%, tot hon néu 1a
tir 95% dén 100% cac phan tir nay c6 su y-carboxyl hoa trén chin gdc axit glutamic.
Thuén loi 13, mtc d6 y-carboxyl héa trén gbe axit glutamic 35 (Glu 35) ctia phan tir
yéu t& VII ctia ché phim nay thdp hon 20%. Theo mdt phwong 4n khac, mitc do y-
carboxyl hoa cta gbc Glu35 1a thép hon 15%, tét hon néu thap hon 10%, t6t hon néu
thip hon 5%.

Pon vi Gala1,3Gal 1a cAu tric gém hai galactoza duogc lién két 5 al,3. Pon vi
nay nam & cudi ctia nhanh oligosacarit ciia cu tric lién két voi N. Pon vi ndy duoc
biét dén vi tinh tao mién dich cta n6. Do do, tdt hon 1a san xuit ra FVII hodc FVIIa
¢6 sb luong cdu trac Galal,3Gal bang khéng hodc thip dén ndi khong thé phéan biét
dugc v6i dd nhiéu co s thu duge tir cdc phép do duogc thuc hién bﬁng cac thiét bi
phan tich hién c6 sin. Su biéu hién nay chi ra tat ca cac FVII chuyén gen c6 lugng
Gala1,3Gal gan v6i luong Galal,3Gal ctia FVII huyét twong mot cach twong dwong
nhau. Thuan loi 13, luong Galal,3Gal ctia ché pham FVII mo ta & day khong gay
mién dich cho ngudi. Ngoai ra, FVII hitu ich & day tdt hon néu chira hai vi tri N-
glycosyl hoa, & vi tri 145 va 322, va hai vi tri O-glycosyl hoa, & vi tri 52 va 60, gidng
nhu FVII & ngudi. O vi tri N-glycosyl hoa, cac chudi oligosacarit dugc lién két véi
asparagin (duoc lién két voi N). O vi tri O-glycosyl héa, cac chudi oligosacarit dugc
lién két vai serin. Cac don vi duge lién két voi cac axit amin nay sé& khac vé ting
protein ctia ché phdm. Tuy nhién, dbi v6i toan bd ché pham, lugng mdi don vi glycan

hozic tham chi 1a mbi dudng cé thé dugce dinh lugng.
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Phén tram cta cac glycan khac nhau néu trong don sang ché nay khong tinh

dén O-glycosyl héa.

Tét hon néu, ché pham FVII dugc dic trung & chd, trong sb tat ca cac don vi
glycan ctia FVII ctia ché phidm nay, it nhat 40% la dang glycan hai nhénh dugc
monosialyl héa. Theo mot phuong an khéc, cadc dang hai nhanh dugc monosialyl héa
ndy c6 mit voi lugng it nhat 1a 50%. Theo mdt phuong 4n khac, cic dang hai nhénh
dugc monosialyl héa ndy c6 mat véi lugng it nhat 12 60%, t6t hon néu it nhét 1 65%,

tdt hon néu it nhat 12 70%.

Thuén loi 13, cac dang glycan hai nhanh dwoc monosialyl hoa ctia FVII chiém
phdn 16n. Ché phdm FVII dugc ddc trung & chd it nhat mot sb axit sialic cta yéu t6

VII gbm lién két a2-6.

Thuén 1oi 13, it nhit 65% céc axit sialic cia FVII gom lién két 02,6. Rat thuén
loi 13, it nhit 70%, thAm chi 1a 80% va, dic biét 13, it nhat 90% céc axit sialic cla

FVII gdm lién két 02,6.

Theo cach dic biét dugc uu tién, tit ca cac axit sialic déu gdm lién két 02,6,
tir 13, tAt ca céc axit sialic duge lién két véi galactoza bang lién két 02,6. Ché phdm

FVII mb ta & day ciing c6 thé chira cac axit sialic c6 lién két a2-3.

Theo cac phuong 4n theo sang ché, khoang tir 65% dén 100% cac axit sialic
ctia FVII gdm lién két 02,6. Tét hon nita néu, 70% hodc khoang tir 80% dén 100%

céc axit sialic ctia FVII gdm lién két 02,6.

Thuan loi 13, trong sd cac dang glycan hai nhanh dugc monosialyl hoa cla

FVII, thi c4c dang glycan chiém wu thé khong duge fucosyl hoa.

Tét hon néu, cac dang glycan hai nhanh dugc monosialyl hoa khong dugc
fucosyl hoa nay c6 trong FVII cia ché phdm véi lugng 16n hon 20%. Thuan loi 13,
lugng nay 16n hon 25%, hodc 16n hon 40%. Theo cach dic biét thudn loi, mic dd
fucosyl héa ctia ché pham FVII ndm trong khoang tir 20% dén 50%. Theo mdt phuong

an, muc d6 nay c¢6 thé thip hon 20%.
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Theo mot phuong 4n cu thé, it nhit 12 10%, t8t hon néu it nhét 14 15%, tot hon
néu it nhét 1a 20%, t6t hon néu it nhit 12 25% cac dang N-glycan ctia yéu t6 FVII ciia

ché pham la manoza/lai hoa cao.

Tét hon néu, profin glycosyl hdéa md ta & day dem lai hoat tinh sinh hoc va
tinh 8n dinh cai thién cho FVIL. Ché phim yéu t§ VII ¢6 diém ding dién gan nhu
ddng nhét tao didu kién cho budc phéi tron & d6 pH tdi wu, t6t hon néu & do pH tdi
uu bang 6,0 + 0,2, ciia duge phim bang cach ngan chin su két tha ctia FVIL. Trén
thue té thi, da biét ring & diém ding dién cta phén ti, thi cac ché phim nay s& c6 xu
huéng tich tu va két tia. C4c phan ti yéu t6 VII dung trong ché phdm theo sang ché
c6 diém déng dién nam trong khoang tir 6,6 dén 7,0. Piéu nay dem lai tinh 6n dinh
t6t hon cho ché phim yéu t§ VIL dic biét 1a khi n6 duge phdi tron & ¢ pH thap hon
diém ding dién, va dic biét 1a & do pH bang 6,0. Viée cai thién tinh 6n dinh ctia ché
phim yéu t6 VII nay ngan chin cac tuong tac tinh dién chiu trach nhiém vé hién
tuong két tha va tich tu tan dugc va khong tan dugc, cling nhu ngén chédn su hao hut
vat li€u tho va tu d6 1a sy gidm hiéu suit ddn dén mat sb lugng hoat chit va do d6 co

thé 1a mét hoat tinh.

Theo mdt phuong 4n duoc vu tién, FVII chuyén gen dugc sin sinh ra tir sita
cta thd, cho phép thu duoc ché phdm trong d6 mdi phan tir yéu t6 VII ctia ché pham
nay c6 hai vi trf N-glycosyl hoa. Tét hon néu tit ca cac phan tir FVII ctia ché phim
nay c6 luong don vi Galal,3Gal glycan thap hon 4%, hozc tham chi bang khong. Vi

vay, thuén loi 1a, FVII chuyén gen san sinh ra tir thd khong c6 don vi Galal,3Gal.

FVII ¢6 thé duoc tinh ché tir sita bing cac k¥ thuat da biét dbi véi nguoi 6
hiéu biét trung binh trong linh vuc. Vi du, phuong phap tinh ché protein dang quan
tam tu stta, nhu duge mo ta trong Patent My s6 6,268,487, c6 thé bao gE‘)m cac budc
sau: a) dua sita vao loc tiép xtic qua mang c6 da d6 xbp dé tao ra chat khong thAm
qua va chit thim qua, chit thAm qua chtra protein ngoai sinh, b) dua chét thdm qua
vao thiét bi gitr sic ky dé thay thé protein ngoai sinh va thu dwgc dong thai, c) két
hop dong thai nay va chét khong thAm qua, d) lap lai cac bude tir a) dén c) cho dén

khi FVII dugc tach khai lipit va cdc mixen casein, va FVII dugc thu hdi.
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Thuén loi 1a, FVII theo sang ché nay & dang dugc hoat hoa. Theo mot phuong
an, FVII ¢co thé duoc hoat hoa in vitro béng cac yéu td Xa, VIIa, Ila, IXa hodc Xlla.
FVII ciing c¢6 thé thudng duoc hoat héa trong quy trinh tinh ché ctia né, cu thé 12 bang

cach cy chuyén qua cot sic ky tich dién duong.
Khéng thé da dic hiéu

"Khéang thé da dic hiéu" c6 nghia 1a khang thé bit ky c6 it nhét hai vi tri gén
két dic hidu dbi voi it nhit hai khang nguyén khac nhau, hodc céc epitop khac nhau
cta cing mot khang nguyén. Thuat ngit "ddc hiéu" ¢6 nghia 1a khang thé c¢6 kha ning
nhan biét va gin két khang nguyén, gan nhu khong cé phan ting chéo v6i mot khang
nguyén khac. Thuén loi 13, khang thé nay c6 hing sb ai luc kD dbi v6i mdi khang
nguyén bing it nhét 1a 10°M, &t hon néu it nhat 1a 107M, t6t hon nita néu it nhét 1a

10-*M, 10°°M, hodc 1071°M.

Vi vay, cac khang thé hitu ich theo sang ché ¢6 kha nang gén két dic hidu véi
ca yéu t6 dong mau IX va yéu t dong mau X & dang duogc hoat hoa hodc dang khong

duoc hoat hoa.

Khang thé dugc st dung theo sang ché, ma c6 kha niang gén két dac hiéu voi
ca yéu td dong mau IX va yéu té dong mau X tét hon 1a c¢6 kha ning hoat dong nhu
phan tir thay thé cho yéu t6 VIII (FVIII), ma c6 nghia 14 khang thé nay thuc diy su
hoat hoa cua FX bdi FIXa.

C6 thé thu duge céc khang thé da dic hiéu, tot hon néu 12 hai dic hiéu béng
céc phuong phéap khac nhau da biét déi véi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc, vi du, bang cach lién hop hoéa hoc, hoic bang cach sir dung phwong phép
quadroma, ma 13 két qua cia qué trinh dung hop gitta hai khéi lai san sinh ra hai

khang thé don dong khac nhau; hodc thdm chi 12 bing cach tai t& hop di truyén.

Do d6, cac polynucleotit ma hoa cac khang thé nay c6 thé dugc cai xen vao
vecto biéu hién va duoc bidu hién trong cac té bao vat chi hodc cac sinh vat di dugc
lam cho thich tng bang cac ky thudt da biét rd doi vdi ngudi cd hiéu biét trung binh

trong linh vuec.
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Céc khang thé hitu ich & day c6 thé c6 dinh dang rat don gian, c6 cAu tric tix
cac manh Fv chudi don (scFv), tir hai hodc nhiéu hon hai khang thé, két hop béi tac
nhan lién két peptit thich hop.

"Fy" c6 nghia 12 manh khang thé nho nhét bao toan céc tinh chét 1a nhan biét
va gan két v6i khang nguyén. Manh "Fv" 1a dime (Vi + Vi dime) gbm c6 ving bién
d6i (Vu) mang boi chudi nang (H) va ving bién d6i lién ké (VL) mang béi chudi nhe

(L).

Theo cach khéc, khang thé d6 c6 thé 1a khang thé do dai ddy du, t6t hon néu
chtra vung Fe. Co thé c6 mét vai dinh dang. Vi dy, & dinh dang thir nhét, cac manh
scFv cta khang thé A dugc dung hop voi cac dau (thudng 12 du tan ciing N) ctia
chudi ning cta khang thé B. Khang thé thu dugc c6 méot kiéu chudi ning, ma chira
cac mién VH, CH1, CH2 va CH3 cua khang thé B va cac mién VH va VL ciia khang
thé A, va mot kiéu chudi nhe chtra cac mién VL va CL cla khang thé B (Qu et al.
Blood, 111, 2211-2219, 2008). O dinh dang thir hai, chudi ning va chudi nhe ctia
khang thé A dugc két hop véi chudi nang va chudi nhe cuia khang thé B. Néu thich
hop thi, cac dot bién, vi du "khoéa trong o" (Ridgway et al, Protein Eng, 9, 617-21,
1996; Patent M§ s6 7,695,936) c6 thé dugc dua vao dé ngin chin céc cip ghép khong

chinh xac.

Trir khi ¢6 quy dinh trai nguge, trong phdn md ta nay, thuat ngit "yéu t6 IX"

s& ding dé chi yéu t6 IX da bét hoat hodc yéu t6 IX da hoat héa (FIXa).

Trir khi ¢6 quy dinh trai nguoc, trong phdn mé ta nay, thuat ngit "yéu t6 X" s&

ding @& chi yéu t6 X da bat hoat hodc yéu t6 X da hoat hoa (FXa).

Khang thé nhan biét (i) FIX va/hoic FIXa, va (ii) FX vi/hodc FXa c6 thé thu
duogc, cu thé 13, theo cac phuong phap dwoc md ta trong cic cong bd don sd

W02005/035756, WO2006/109592 hodc WO2012/067176.

Theo mét phuong an duge uu tién, khang thé nay 1a emicizumab. Quy trinh
san xuét khang thé nay duogc mo ta, vi dy, trong cong b6 don s6 WO2018047813 hodc
don chau Au s6 EP1688488.

Duoc pham va liéu luong
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Yéu tb VII va céc khéng thé c6 thé dugc phéi tron ¢ dang céac dugce phém tach

biét, hodc duogc két hop vao trong cung mot dugce phém.

Trong truong hop ding tach biét, FVII va cic khang thé ¢6 thé dugc phéi tron

theo cach thich hop dé ding thong qua cac dudng khac nhau hodc cling mot dudng.
Vi vay, vi du, FVII c6 thé duoc ding trong tinh mach, duéi da hoc trong co.

Khang thé nay cling c6 thé dugc dung, vi dy, trong tinh mach, dudi da hodc

trong co.

Ché phim yéu t6 VII c6 thé 13, vi du, gidng nhu ché phdm dugc mo ta trong
cong bd don s6 W02010/149907

Vi véy, theo mdt phuong 4n 14y 1am vi du, ché phim nay bao gdm:
- yéu t6 VII, tbt hon néu & dang yéu t6 Vlla;
- arginin, ¢6 thé & dang hydroclorua;
- isoleuxin;
- lysing
- glyxin;
- trinatri xitrat hodc canxi clorua;
- va, néu thich hop, polysorbat 80 hoic polysorbat 20.
Dic biét hon, ché phim nay c6 thé bao gdm:
- yéu td VIL, t6t hon néu & dang yéu t6 VIIa;

- arginin v&i luong ndm trong khoang tir 10 dén 40g/L, c¢6 thé & dang

hydroclorua;
- isoleuxin v6i lugng ndm trong khoang tir 4,2 dén 6,6 g/L;
- lysin v&i lugng ndm trong khoang tir 0,6 dén 1,8 g/L;

- glyxin v6i lwong ndm trong khoang tir 0,6 dén 1,8 g/L;
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- trinatri xitrat v6i lugng nam trong khoang tir 0 dén 0,2 g/L hodc canxi clorua

v6i lwong nam trong khoang tir 1 dén 2 g/L;
- va, néu thich hop, polysorbat 80 véi lwong ndm trong khoang tir 0 dén 0,5 g/L.

Ché phdm FVII, tiiy ¥ con chira it nhit mot khang thé da dic hiéu nhu dugc
mo ta & day, co thé dugc béo quan & dang long hodc dang ran, thuong thu dugce béng
cach sdy kho. Ché phém boc 10 & trén duge xac dinh dbi voi cac ché phém & dang

16ng, trudce khi siy kho, hodc sau khi hoan nguyén & dang ché pham dung dé tiém.

Sy kho 1a phuong phap dé loai bé nudc giai doan cao. Day 1a bude khir nuée
nhim loai bo nhiéu nudc nhat c6 thé. Hién tuong nay c6 thé 12 tu nhién hodc ép budc.
Quy trinh sdy kho nay c6 thé duge thuc hién bang cach sdy kho dong lanh, sdy kho
phun va sdy kh6 phun-dong lanh.

Phwong phép dwgc wu tién dé thu duoc dang rin cla ché phim dé st dung

trong 1inh vuc dugc Iy mé ta & ddy 1a phuong phéap sy kho dong lanh.

Cac phuong phép sdy kho dong lanh 13 da biét rd ddi véi ngudi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc, xem, vi du [Wang et al, Lyophilization and development
of solid protein pharmaceuticals, International Journal of Pharmaceutics, Vol 203, p
1-60, 2000].

Céc quy trinh thich hop khic dé lam giam d6 4m hodc ham lugng nuéc cua
ché phém ¢6 thé duoc du tinh. Tt hon néu, d6 4m nay thép hon hoic béng 3% khdi
lugng, tbt hon néu thép hon hoidc béng 2,5%, tdt hon néu thép hon hoédc béng 2%, tbt

hon néu thap hon hodc bang 1,5%.

Ché phAm rén, t8t hon néu & dang dugc sy khd dong lanh, c6 thé dugc hoa
tan trong nu6e ding dé tiém (water for injection-WEFI), dé thu duoc dang phéi tron

ding dé diéu tri bénh.

Dang phdi tron dung dé tiém c6 thé dugc dung ngoai dudng tiéu hoa (trong
tinh mach, dudi da, trong co), ¢ lugng dugc danh gia béi bac si. Viéc dung dang long
(trude khi sdy kho) hodc dang ran, bang duong bét ky va phuong tién thich hop bét
ky, khong bi loai tru.
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Liéu lugng FVII hitu ich theo sang ché c6 thé dugc x4c dinh theo céch thich
hop tuy thude vao dang phéi tron, phuong phap dung, do tudi va cin ning cua bénh

nhén, céc triéu ching ctia bénh nhan, d9 nghiém trong ctia bénh, v.v..

Lidu FVII dé dung theo sang ché c6 thé dugc chon nim trong khoing tir
270pg/kg dén 2,70pg/kg. Tt hon néu, lidu FVII cn duoc dung 1a thip hon 270pg/kg
thé trong, tot hon néu lidu nay thap hon 225ug/kg thé trong, tbt hon néu liéu nay thip
hon 180pg/kg thé trong, tét hon néu lidu nay thip hon 135ug/ke thé trong, t&t hon
néu lidu nay thdp hon 90pg/kg thé trong, t6t hon néu liéu nay thap hon 45ug/kg thé
trong, t6t hon néu liéu nay thap hon 9pg/kg, tt hon néu lidu nay thip hon 5,4pg/kg,
t6t hon néu liéu nay thip hon 2,7pug/ke.

Ché phim khang thé da dac hiéu, nhu khang thé emicizumab, 13, vi dy, gidng
nhu céc ché phim dwoc mé ta trong cic cong bd don s6 W0O2017/188356 va
WO02018/047813.

Vi vay, theo mot phuong 4n 14y 1am vi du, ché phdm 1a ché pham 1éng.
Theo mdt phuong 4n 14y 1am vi du, ché phim nay bao gdm:

- céc khang thé hai ddc hiéu déi véi yéu td IX va yéu t6 X

- chét hoat dong bé mit nhu poloxame 188 hoic polysorbat 20

- chét dém histidin-axit aspartic

- arginin
Pic biét hon, ché phim nay c6 thé bao gdm:

- cé4c khang thé hai dic hidu ddi véi yéu t6 IX va yéu t6 X véi lugng nim trong

khoang tir 20mg/mL dén 180mg/mL,
- poloxame 188 vé6i lugng nam trong khoang tir 0,2mg/mL dén 1mg/mL,

- chét dém histidin-axit aspartic v6i lwong nim trong khoang tir 10mM dén

40mM

- arginin v&i lugng ndm trong khoang tir 100mM dén 300mM,
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& d6 pH nam trong khoang tir 4,5 dén 6,5

Liéu luong ché phém khéng thé da dac hiéu, nhu khang thé emicizumab, hitu
ich theo sang ché, c6 thé dugc xac dinh mdt cach thich hop tity thudc vao dang phéi
trdn, phuong phép dung, 4o tudi va can ning cia bénh nhan, c4c triéu chiing ctia bénh
nhan, do nghi€m trong ctia bénh, v.v.. Liéu khéng thé nay co thé 13, vi dy, ndm trong
khoang tir 0,3 dén 5mg/kg, t6t hon néu nhiéu nhét 13 3mg/kg mot 1dn mot tudn trong
subt giai doan dau, ma co thé kéo dai 4 tun, vi du, sau d6 dén liéu duy tri, t6t hon
néu thép hon, vi du, 1,5mg/kg mot 1an mot tudn. Tét hon néu, lidu khang thé duoc
dung thip hon 5mg/kg thé trong, tbt hon néu liéu nay thap hon 3mg/kg thé trong, ot
hon néu lidu nay thap hon 1,5mg/kg thé trong, tot hon néu liéu nay thip hon 1mg/kg
th8 trong, tdt hon néu liéu nay thép hon 0,5mg/kg thé trong, tot hon néu liéu nay thip

hon 0,1mg/kg thé trong, tot hon néu liéu nay thip hon 0,05mg/kg thé trong.

Ché phdm khang thé hitu ich theo sang ché c6 thé duoc dung cho bénh nhan
thong qua duong thich hop bit ky, vi du trong tinh mach, trong co, trong mang bung,
trong ndo tuy, ap da, dudi da, trong khép, dudi ludi, trong hoat dich, qua dudng mi€ng
hodc bing cach xdng hit. T6t hon néu, dudng trong tinh mach hodc dudng duéi da

duoc uu tién.

Theo mdt phuong an cu thé, yéu t& VII va khing thé dugc ding d6ng thoi cho
bénh nhan.

Theo mdt phuong 4n cu thé khéc, yéu t6 VII va khang thé dwoc dung tach biét

cho bénh nhan, t6t hon néu 12 tudn tu.
Chi dinh tri liéu

T hop mo t& & day ngén nglra hodc diéu tri céc rdi loan dong mau, dédc biét la
bénh ua chay méau biu hién su thiéu hut yéu t& VIII (bénh wa chay mau typ A, tdt

hon néu 12 bénh wa chay mau typ A méc phai).

T6t hon néu, bénh nhan 14 bénh nhan c6 bénh wa chay méu typ A, vé6i khang
yéu t6 VIIL.

T6 hop mo ta & day ngan ngira hodc diéu tri cac roi loan dong mau, dac biét la

chung thiéu hut yéu t6 VII.
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T hop md ta & day két hop tac dung nhanh ctia FVII hoat hoéa con dudng
ngoai sinh ctua dot dong mau va tac dung kéo dai cua cac khang thé da dic hiéu mo
td & ddy ma hoat héa con duong ndi sinh cia dot dong mau do. T6 hop nay c6 thé

dem lai su theo doi tdt hon cho bénh nhan.
Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Tinh ché va chiét FVII chuyén gen

Phuong phap tinh ché va chiét yéu t6 VII dwoc thuc hién trong vi dy nay 1a
phuong phap dugc md ta trong don chiu Au EP12305882. Cac buéc cia phuong

phép nay duge mo ta dudi day.

Sita thd chuyén gen thu dugc tir dong th chuyén gen. Sita dong lanh tir tho

chuyén gen dugc rd dong va co dic & dang khoi chira sita tho chuyén gen.

Sau d6, khédi chira sira tho chuyén gen thu duge tir d6 duge dua vao budc thanh
loc béng cach sir dung bd loc sau c6 do xép béng 0,2um, dé loai bod lipit va cac hop
chét khong tan. Sau d9, sita da duge thanh loc tir 6 dugc dwa vao bude bét hoat virut
bang dung mai tAy rira, vi du, polysorbat 80 hoic tri-n-butyl phosphat & nhiét do 25°C
+ 2°C trong it nhét hai gio. Quy trinh xtr Iy nay lam bét hoat hiéu qua céc virut, va,
dac biét 1a, cac virut khong cd vo. Sau do, sira da thanh loc va bt hoat virut dugc dua
vao budc sic ky ai luc béng cach st dung phéi to ai luc dac hiéu dbi véi yéu td
VIl/yéu t6 VIla. Nudc giai hép chira yéu t& VII thu duogc tir bude sdc ky ndy sau d6
duoc dwa vao bude siéu loc va phéi tron, tir d6 khién c6 thé thu duge chét trung gian

yéu t6 VII dam dac c6 d6 tinh khiét bang 95%.

Chét trung gian yéu t6 VII dam dic sau d6 duoc dua vao budce loc bang cach
st dung b0 loc c6 do xép nam trong khoang tir 0,1um dén 0,2um sau do dén budce loc
nano qua céc b loc c6 dd x6p bang 20nm sau d6 12 15nm. Sau d6, san pham thu dugc
tir d6 va chira yéu t6 VII duge dua vao sic ky gel Q Sepharose XL sau d6 dén bude
sdc ky CHT-I sau d6 dén séc ky Superdex 200 SEC. Sau d6 yéu t& VII dém dic thu
duoc tir 46 duoc dua vao bude 1am 6n dinh sau d6 dén budc loc thong qua bd loc ¢6

d6 x6p bang 0,2um.
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Phuong phap mé ta tir d6 khién cho c6 thé dé thu dugc yéu t& VII dam dic co
d6 tinh khiét bing khoang 99,9995%.

Vi du 2: So sanh kha ning tao cuc dong mau cia Novoseven®, Sevenfact® va

Hemlibra®

Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé x4c dinh khé ning tao cuc
dong mau cla Novoseven®, Sevenfact® va Hemlibra® (con dugc goi la

emicizumab) bang cach thuc hién phuwong phap sau day.
Céc chét phan Gng:

= bo dinh chuin thrombin (Stago)

= chét phan tng PPP 5pM (Stago)

= chit phan ang PPP LOW (Stago)

= CK-Prest (Stago)

= chit dém Fluo (Stago)

= co chét Fluo (Stago)

= huyét twong thiéu hut FVIII (Siemens)

= Sevenfact®/yéu t6 VII chuyén gen san sinh ra & thé 1mg/ml (LFB)

= PNP (Cryopep)

=  Novoseven® (NovoNordisk)

=  Hemlibra®/Emicizumab (Roche/Genentech/Chugai)
Phuong phap:

Thir nghiém tao ra thrombin bao gdm buéc hoat héa sy déng mau ex vivo véi
hén hop cta yéu té md va cac phospholipit (TF/PL), hodc bang cach sir dung xephalin

va sau d6 bang cach do néng do clia thrombin tao ra theo thoi gian.

e Xac dinh kha nang tao cuc dong mau cua Novoseven® sau khi cam Ung su
dong mau bang TF/P:

22

22/40



51366

Thtr nghi€ém tao ra thrombin dugc thuc hién trong 80uL khéi huyét twong thiéu
hut FVIII ma gia huyét twong cta bénh wa chdy méau A khi c6 mit 20uL chét phan
tmg PPP (Stago) chta yéu t& mé (TF) 0,5pM va phospholipit (PL) 4uM.
Phan tmg dugc bat dau bang cach bd sung 20pL kit Fluca (co chit + CaCly) ma 1a

khoi ddu ciia quy trinh xac dinh mirc d9 tao ra thrombin.

Liéu tri liéu cta FVIIa 1a 270pg/kg, ma tuong tmg voi 6ug/mL FVIla trong
huyét teong, coi muc do thu hdi 12 100%. Sau d6 thtr nghiém tao ra thrombin duoc
thuc hién & liéu Novoseven® bang Opg/mlL, 1pg/mL, 2ug/mL, 3ug/mL, 4ug/mL,
Sug/mL, va 6pg/mL, khi ¢6 mat 0,5pM TF/2uM PL (chat cam ung dong mau).

e Xac dinh kha nang tao cuc dong méau ciia Novoseven® sau khi cdm Ung sy

dong méau bang xephalin:

Thir nghiém tao ra thrombin dwoc thuc hién trong 80uL khdi huyét trong thiéu
hut FVIII ma gia huyét tuong ctia bénh wa chdy méau A khi c6 mit 20pL xephalin
(CK-Prest duoc hoan nguyén bang 5mL HyO cat).

Phan ng dugc bit dau bang cach bd sung 20uL kit Fluca (co chét + CaCly)

ma 12 khéi d4u cta quy trinh x4c dinh mirc do tao ra thrombin.

Thir nghi€m tao ra thrombin dugc thuc hién & liéu Novoseven® béng Opg/mL,
lpg/mL, 2pug/mL, 3pg/mL, 4pg/mL, Spg/mL, va 6pug/mL, khi c6 mét 20pL xephalin

(chét cam tmg dong méu).

e Xac dinh kha ndng tao cuc dong mau ciia Sevenfact® sau khi cdm g sy dong
méu bang TF/PL:

Thir nghiém tao ra thrombin dwogc thuc hién trong 80pL khdi huyét twong thiéu
hut FVIII ma gia huyét twong ctia bénh ua chay mau A khi c6 mit 20uL chét phan
tng PPP (Stago) chta yéu t6 mé (TF) 0,5pM va phospholipit (PL) 4uM.
Phéan tung dugc bt ddu bang cach bd sung 20uL kit Fluca (co chét + CaCly) ma la

khoi du cta quy trinh x4c dinh mtc d6 tao ra thrombin.

Thtr nghiém tao ra thrombin sau d6 dugc thuc hién & lidu Sevenfact® béng
Oug/mL, lpg/mL, 2pg/mL, 3pug/mL, 4pg/mL, Spg/mL, va 6ug/mL, khi c6 madt
0,5pM TF/2uM PL (chit cam tng dong méu).
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e Xac dinh kha ndng tao cuc déng mau cta Sevenfact® sau khi cam ing su dong

mau bang xephalin:

Thir nghiém tao ra thrombin dugce thue hién trong 80uL khéi huyét tuong thiéu
hut FVIII ma gia huyét twong clia bénh ua chay méu A khi ¢6 mat 20pL xephalin
(CK-Prest duoc hoan nguyén bang SmL HO cét).

Phén tmg duoc bat diu bang cach bd sung 20uL kit Fluca (co chét + CaCl)

ma la khaoi dau cia quy trinh xac dinh mace dg tao ra thrombin.

Thir nghiém tao ra thrombin dugc thuc hién & lidu Sevenfact® b'fmg Opg/mL,
lug/mL, 2ug/mL, 3ug/mL, 4pg/mL, Spg/mL, va 6pg/mL, khi c6 mit 20uL xephalin.

e XAc dinh kha nang tao cuc dong mau ciia Hemlibra® sau khi cdm ung sy dong

mau bang TF/PL:

Thtr nghiém tao ra thrombin dugc thuc hién trong 80uL khéi huyét trong thiéu
hut FVIII ma gia huyét twong cia bénh wa chay mau A khi c6 mit 20uL chét phan
g PPP (Stago) chira yéu t6 md (TF) 0,5pM va phospholipit (PL) 4puM.

Phén tmg dugc bat dau bang cach bd sung 20uL kit Fluca (co chét + CaCl)

ma 12 khéi dau cla quy trinh x4c dinh mtc dd tao ra thrombin.

Hemlibra® (Roche/Genentech/Chugai, USA), khang thé hai dic hiéu bét
chuée chirc nang caa FVIIL duoc sir dung & ndng d6 16n nhét bang S0pug/mL, ma 1a
néng d0 dugc phét hién & cac bénh nhén dang diéu tri (Oldenburg et al. NEJM, 2017).
Sau d6 thir nghiém tao ra thrombin dugc thuc hién & liéu Hemlibra® bang Opg/mL,
10pg/mL, 20pg/mL, 30ug/mL, 40pg/mL va 50pg/mL, khi c6 mdt 0,5pM TF/4pM

PL (chét cam ng dong mau).

e Xac dinh kha nang tao cuc dong méau ctia Hemlibra® sau khi cdm tng sy dong

méu bang xephalin:

Thir nghiém tao ra thrombin dwoc thyc hién trong 80uL khéi huyét trong thiéu
hut FVIII ma gia huyét twong cta bénh ua chady méu A khi c6 mit 20uL xephalin
(CK-Prest dugc hoan nguyén bang 5mL H,O cét).
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Phan tng dugc bt dau bang cach bd sung 20uL kit Fluca (co chét + CaClp)

ma 12 khéi ddu cua quy trinh x4c dinh mtc do tao ra thrombin.

Thtt nghi€ém tao ra thrombin sau d6 dugc thuc hién & liéu Helibra® béng
Oug/mL, 10pg/mL, 20ug/mL, 30pg/mL, 40ug/mL va 50pg/mL, khi ¢6 mat 20pL

xephalin.

Ddi véi tht ca céc thir nghiém nay, su xuét hién cua huynh quang dugc do trén
huynh quang ké Fluoroskan Ascent (ThermoLabsystems) & budc séng kich thich
bing 390nm va budc séng phat xa bang 460nm. Sau d6, cac biéu dd thrombin (cac
dudng cong thé hién cuong dd huynh quang theo thoi gian) dugc phén tich bang cach
sir dung phin mém Thrombinoscope™, ma bién dbi gia tri huynh quang thanh nM

ciia thrombin bang phép tinh turong ddi.

Thrombin dugc tao ra va cac bién sb chi chét dé danh gia hoat luc clia céc san
phém thudc khac nhau duge ghi lai va so sanh: di€n thé thrombin ndi sinh (ETP),

chi€u cao dinh, d0 tré va van toc.

Vi du 3: Danh gid kha ndng tao cuc dong mdau hi€p ddng ciia Novoseven® va

Hemlibra® hodc SevenFact® va Hemlibra®

Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé x4ac dinh kha nang tao cuc
d6ng méu cua td hop cua Novoseven®/Hemlibra® va Sevenfact®/Hemlibra® bang

cach thuc hién phuong phap sau day.
Céc chét phan ng:

Céc chit phan tng, thiét bi va phuong phép thir nghiém trong huyét tuong
thiéu hut FVIII 1a gidng nhu céc chat phan ung, thiét bi va phuong phép thir nghiém

dugc mo ta trong Vi du 2.
Phuong phép:

e Xac dinh kha ndng tao cuc dong mau cua td hop Novoseven® + Hemlibra®

sau khi cam tmg s dong méu bang TF/PL:
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Thir nghiém tao ra thrombin dwoc thuc hién trong 80uL khéi huyét twong thiéu
hut FVIII ma gia huyét tuong ctia bénh wa chdy méau A khi c6 mit 20uL chét phan
mg PPP (Stago) chira yéu t6 md (TF) 0,5pM va phospholipit (PL) 4 M.

Phan Gng dugc bit diu bang cach bd sung 20uL kit Fluca (co chét + CaCly)

ma 12 khoi ddu cia quy trinh xac dinh mtrc d¢ tao ra thrombin.

Thir nghiém tao ra thrombin dugc thuc hién khi c6 mat 0,5pM TF/4 uM PL
(chét cam (mg d6ng mau) trong mot vai t6 hop Novoseven®/Hemlibra® . Ché phim
chira luong san phdm 16n nhat duge tao thanh tir 6ug/mL Novoseven® va 50ug/mL

Hemlibra®, ¢ luong 16n nhét cta ching.

Kha nang tao cuc ddng mau thu dugc khi c6 mat td hop céac san phém duogc so
sanh v6i kha ning cia tirng san phdm don 1é. Pé xem xét tic dung hiép ddng cta td
hop san pham, thi cac liéu thip hon dwoc danh gid dé dam bao rang khong bio hoa

kha ndng phat hién thrombin.

Céc ché pham thir nghiém chira:

Té hop Hemlibra® (pg/mL) NovoSeven® (ng/mL)
Téhop 1 50 6
T6 hop 2 50 5
T6 hop 3 40 4
T6 hop 4 30 3
TS hop 5 20 2
T6 hop 6 10 1

e Xac dinh kha ning tao cuc dong mdu cua td hop Novoseven® + Hemlibra®

sau khi cam ung sy dong mau bang xephalin:

Thtr nghiém tao ra thrombin dugc thuc hién trong 80puL khéi huyét tvong thiéu
hut FVII ma gia huyét twong cua bénh wa chay mau A khi c6 mat 20uL xephalin
(CK-Prest dugc hoan nguyén bang SmL H,O cét).

Phén tng duogc bit dau bang cach bd sung 20uL kit Fluca (co chat + CaCly)

ma 12 khéi dau cia quy trinh x4c dinh muc d¢ tao ra thrombin.
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Thir nghiém tao ra thrombin dugc thyc hién khi c6 mat 20uL xephalin trong
mdt vai tb hop Novoseven®/Hemlibra®. Ché phdm chtra lwgng san phém 16n nhét
duoc tao thanh tir 6ug/mL Novoseven® va 50pug/mL Hemlibra®, & luong 16n nhét

cua ching.

Kha néng tao cuc dong mau thu dugc khi c6 mét td hop céc san phém dugc so
sanh v6i kha ning clia timg san pham don 1é. Dé xem xét tac dung hiép dbng cua td
hop san pham, thi cac liéu thdp hon duge danh gia dé dam bao rang khong bio hoa

kha nang phat hién thrombin.

Céc ché pham thir nghiém chira:

T hop Hemlibra® (pg/mL) NovoSeven® (pg/mlL)
TS hop 1 50 6
T6 hop 2 50 5
T6 hop 3 40 4
T hop 4 30 3
Téhops5 20 2
T hop 6 10 1

e Xac dinh kha nang tao cuc dong mau cua td hop Sevenfact® + Hemlibra® sau

khi cam tng sy dong mau bang TF/PL:

Thtr nghiém tao ra thrombin dugc thuc hién trong 80uL khéi huyét tuong thiéu
hut FVIII ma gia huyét tvong cta bénh ua chay mau A khi c6 mat 20ulL chét phan
tmg PPP (Stago) chtra yéu t6 md (TF) 0,5pM va phospholipit (PL) 4uM.

Phén Gng dugc bit diu bing cach bd sung 20pL kit Fluca (co chét + CaCly)

ma 1a khoi ddu cia quy trinh x4c dinh mirc d6 tao ra thrombin.

Thtr nghiém tao ra thrombin dugc thyc hién khi c6 mét 0,5pM TF/4uM PL
(chit cam Ung dong méu) trong mot vai td hop Sevenfact®/Hemlibra®. Ché phdm
chira luong san pham 16n nhit duge tao thanh tir 6pg/mL Sevenfact® va 50pg/mL

Hemlibra®, & lugng 16n nhét cia chung.
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Kha nang tao cuc dong méu thu dugce khi c6 mat td hop céc san phém duoc so
sanh voi kha nang cia timg san phim don 1&. Dé xem xét tc dung hiép dong cua td
hop san pham, thi c4c liéu thip hon dwoc danh gia & dam bao rang khong bio hoa

kha nang phat hién thrombin.

Céc ché pham thir nghiém chira:

T6 hop Hemlibra® (pg/mL) Sevenfact® (pg/mL)
Té hop 1 50 6
Té hop 2 50 5
T6 hop 3 40 4
T6 hop 4 30 3
T hop 4 20 2
T6 hop 6 10 1

e Xac dinh kha ndng tao cuc dong mau cia td hop Sevenfact® + Hemlibra® sau

khi cam mg su déng méu bang xephalin:

Thir nghi€ém tao ra thrombin dugc thyc hién trong 80pL khéi huyét twong thiéu
hut FVIII ma gia huyét tvong ctia bénh wa chay mau A khi c6 mit 20uL xephalin
(CK-Prest dugc hoan nguyén bang SmL H,O cét).

Phan tng dugc bit diu bing cach bd sung 20pL kit Fluca (co chat + CaCly)

ma 14 khéi ddu cia quy trinh x4c dinh mtrc d9 tao ra thrombin.

Tht nghiém tao ra thrombin dugc thuc hién khi c6 mat 20pL xephalin trong
mdt vai td hop Sevenfact®/Hemlibra®. Ché phim chira lwong san phdm 16n nhét
dugc tao thanh tir 6pg/mL Sevenfact® va 50pug/mL Hemlibra®, ¢ luong 16n nhét cta

ching.

Kha ning tao cuc dong mau thu duoc khi ¢6 mit to hop céc san pham duoc so
sanh v6i kha nang cta timg san phidm don 1é. Dé xem xét tac dung hiép dong cua td
hop san pham, thi cac liéu thip hon duge danh gia dé dam bao ring khong bio hoa

kha nang phat hién thrombin.
Céc ché pham thir nghiém chira:
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T4 hop Hemlibra® (pug/mL) Sevenfact® (ug/mL)
Té hop 1 50 6
Té hop 2 50 5
T6 hop 3 40 4
T hop 4 30 3
Té hop 5 20 2
T6 hop 6 10 1

Déi voi tht ca cac thir nghiém nay, sy xuét hién ctia huynh quang duge do trén
huynh quang ké Fluoroskan Ascent (ThermoLabsystems) & budc soéng kich thich
bing 390nm va budc soéng phat xa bang 460nm. Sau dé, cac biéu d6 thrombin (cac
duodng cong thé hién cuong do huynh quang theo thoi gian) dugc phén tich bang cach
str dyng phdn mém Thrombinoscope™, ma bién d6i gi4 tri huynh quang thanh nM

ctia thrombin bang phép tinh twong ddi.

Tac dung hiép déng dugc xem xét, vi du, khi it nhit mot trong céc thong sb
tinh dugc tir thir nghiém tao ra thrombin d6i véi t6 hop cho trudce 16n hon so v&i tbng
ctia mbi trong cac thong ) nay dat dugc véi mot minh cac thanh phén do, trur di do

nhi€u co sé cua thir nghiém

Vi du 4: So sanh kha ning cta Sevenfact™, Hemlibra® va t6 hop ciia hai chét nay

trong huyét tuong clia bénh wa chiy mau A:
Céc chit phan tng:
= bd dinh chuén thrombin (Stago)
= chét phan ung TF PRP 1pM (Stago)
= chit phan tmg PL MP 4uM (Stago)
= chét dém Fluo (Stago)
= co chit Fluo (Stago)
= Sevenfact™: yéu t6 VII chuyén gen san sinh ra & tho 1mg/ml (LFB)

=  Hemlibra®: Emicizumab (Roche/Genentech/Chugafi)
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= Huyét tuong ctia bénh wa chay méu A (Cryopep)
= Owren Koller (Stago)
Phuong phép:

Thir nghiém tao ra thrombin bao gdm buéc hoat hoa sy dong mau ex vivo, vi
du v6i hén hop cta yéu té md va cac phospholipit (TF/PL), sau d6 do ndéng do cua
thrombin tao ra theo thoi gian. Thir nghi€m tao ra thrombin dugc thuc hién v6i 80uL
huyét trong ctia bénh wa chay mau A (Cryopep), khi c6 mat 20uL hén hop clia cac
chit phan tmg PRP va MP (Stago) chira yéu t6 md 0,5pM va phospholipit 4uM.

Phan tng duoc bit dau bang cach bd sung 20uL kit Fluca (co chat Fluo +

CaCly) ma 12 khai ddu cia quy trinh xac dinh mitc d9 tao ra thrombin (TG).

Huynh quang duoc do bang huynh quang ké biang cach st dung thiét bi
Fluoroskan Ascent (ThermoLabsystems) & budc séng kich thich bang 390nm va budc
séng phét xa bang 460nm. Cac biéu dd thrombin dugc phan tich bang phin mém
Thrombinoscope™ st dung phép tinh twong ddi dé bién doi cwong do6 huynh quang
thanh ndng d6 mol ctia thrombin (nM).

Pé x4c dinh kha ning tao cuc dong mau ciia hai phan tir nay, thi mét vai huyét
twong cia bénh wa chdy méu A dugc nghién ctru. Liéu trj liéu cao nhét cua FVIIa la
270pg/kg, twong Gmg véi 6pug/mL FVIIa (hodc 120nM) trong huyét twong. Viée st
dung liéu nay c6 thé duge coi 1a kha nang 16n nhét dé tao ra thrombin. Trén co s& céc
ndng d san pham trong dong mau thu dugc & cdc bénh nhan, thi ndng d6 Sevenfact™
nam trong khoang tr 20 dén 100nM ciing dugc nghién ciu. Hemlibra®
(Roche/Genentech/Chugai, USA), khang thé hai dic hiéu mo phong chic ning cla
FVIIL, duge st dung & ndng do 16n nhat bang 120pg/mL. Trén thyc té, ndng d6 dugc
phat hién & cac bénh nhan dang diéu tri 12 50pg/mL (hogc 300nM) (Oldenburg et al.
NEJM, 2017). Vi vay, Hemlibra® dugc st dung & day & néng dd khoang 300nM
(50pg/mL). Céc bién sb duoc nghién ctru dé x4c dinh kha ning tao cuc dong méu cia

Hemlibra® va Sevenfact™ la:

- Dién thé thrombin ndi sinh (ETP): dién tich dudi dudng cong biéu dién tong

lugng thrombin dugc tao ra,
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- Chiéu cao dinh: ndng d6 16n nhéat do duogc ciia thrombin, va
- Van tbc tao ra thrombin: tdc d6 hinh thanh thrombin.
2 - Cac két qua

2.1 - Tac dung cta Sevenfact™ hodc Hemlibra® dén huyét twong clia bénh wa chay

mau A
2.1.1 - Panh gid mé 1 ctia huyét tuong ctia bénh ua chay mau A

Trong chét nén nay, thu dugc céc tin hiéu tao ra thrombin rat thap bat ngudn
tur hai hop chét, bat ké néng do duoc str dung. Trén thuc té thi, m(rc do tao ra thrombin
quan sat duoc gan nhu 12 bang khong d6i v6i Hemlibra® va Sevenfact™ & cac noéng
do 1a 20 va 40nM. Véi 100nM Sevenfact™, thi quan sat théy dinh tao thrombin rat
thip (Bang 1).

Sevenfact™ Sevenfact™ Sevenfact™ Hemlibra®
20nM 40nM 100nM 300nM
ETP
(nM.phit) 125 154,25 128,75 128,25
Pinh (nM) 7,105 9,46 16,55 6,41
Van tde
(nM/phit) 0,59 0,84 1,64 0,42

Bang 1: Thong sb tao ra thrombin tir mé 1 ctia huyét twong cia bénh wa chay méau A

duoc diéu tri béng Sevenfact™ hoic Hemlibra®
Vi vay, mdi phan tir dugc sur dung riéng 1€ chi tao ra thrombin rat thép.
2.1.2 - Déanh gid mé 2 ctia huyét twong ctia bénh ua chay mau A

M¢ thir hai ctia huyét twong ctia bénh wa chay mau A dugc thir nghiém. Mot
lin nita, quan sat thdy sy tao ra thrombin rit thdp khi st dung Hemlibra® va
Sevenfact™, v6i dinh tao thrombin 16n nhit & néng do bﬁng 100nM cua Sevenfact™

(Bang 2).
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Sevenfact™ Sevenfact™ | Sevenfact™ Hemlibra®
20nM 40nM 100nM 300nM
ETP
(nM.phit) 221,25 280,75 414,25 196
Dinh (nM) 9,93 12,84 21,04 8,895
Van tbe
(nMJphiit) 0,7 0,96 1,75 0,51

Béang 2: Thong sb tao ra thrombin tir mé 2 clia huyét twong ctia bénh wa chdy mau A

duoc diéu tri béng Sevenfact™ hodc Hemlibra®

Trong chét nén ndy, Sevenfact™ va Hemlibra® sir dung tach biét c6 kha ning

tao cuc d6ng mau thap.
Vi du 5: Déanh gia td hop hiép dong ctia Sevenfact™ + Hemlibra®
1 - Phuong phap

Céc chét phan tng, thiét bi va phuong phép thir nghiém trong huyét twong cta
bénh wa chay méau A 1a giéng nhu cic chét phan tng, thiét bi va phuong phap thir

nghiém dugc mo ta trong Vi du 2.
2 - Cac két qua

Nhu quan st thdy trong Vi du 2, Sevenfact™ va Hemlibra® sir dung riéng 1&
tao ra thrombin thip trong huyét tuong cia bénh ua chiy mau A. Téc dung hiép dong
cta td hop Sevenfact™ va Hemlibra® dugc nghién ctru trong vi du ndy. Ba ndng do
cia Sevenfact™ dugc nghién ciru (20nM, 40nM va 100nM) khi c¢6 mat Hemlibra®
& ndng d6 bang 300nM. Téc dung hiép ddng duoc xem xét néu tac dung cla t6 hop
Sevenfact™ + Hemlibra® 16n hon gép it nhét 2 1an so véi tdng céc tic dung cla
Sevenfact va Hemlibra® dung riéng r& vé it nhit mot trong cic thong s6 cua thir

nghiém tao ra thrombin (ETP, dinh tao ra thrombin va van tdc).

2.1 - Tac dung cua Sevenfact™ va Hemlibra® dén huyét twong ciia bénh ua chay

mau A sau khi cam tng su déng mau bang TF/PL

2.1.1 - Déanh gid mé 1 cua huyét tuvong cta bénh wa chay méu A
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Céc két qua dugc thé hién trong Bang 3 va Fig.1. O ndng d6 Sevenfact™ rit
thdp 1a 20nM, céc ty 18 dbi v6i ETP (Fig.1A), dinh thrombin (Fig.1B) va vén tdc
(Fig.1C) cia td hop Sevenfact™ + Hemlibra® lan luot 14 2,14, 2,95 va 4,19. Vi vay,
ngay ca khi & ndng do thir nghiém thép nhét, thi vin quan sét thy tac dung tao cuc

dong hiép dong.

O ndng do 40nM, dbi véi tht ca cac thong sd dugc thir nghiém, thi tj 1& nay
16n hon 2. Ty 18 thu dugc ddi véi ETP bing 2,75 (Fig.1A), ty 18 thu dugc ddi véi dinh
thrombin 12 3,96 (Fig.1B) va ty 1& thu dugc dbi v6i véan tdc dat gia tri 14 6,21 (Fig.1C).
Noi cach khéac, tbc do hinh thanh thrombin cao hon séu lan khi Sevenfact™ va

Hemlibra® dugc sir dung két hop

Tac dung hiép ddng 1 16n nhét & ndng d6 Sevenfact™ bang 100nM. O ndng
d6 100nM, thi d6i v6i tht ca cac thong sé dugce thir nghiém, ty 1€ nay 16n hon 2. Ty 1¢
thu dwgc dbi voi ETP 1a 4,00 (Fig.1A) va ty 1& dbi voi dinh thrombin 12 4,81 (Fig.1B),
c¢6 nghia 14 ndng d6 16n nhét cua thrombin duge tao ra 16n hon gin nam lan khi
Hemlibra® va Sevenfact™ duoc str dung két hop. Ty 1é van tbc twong tmg 12 9,58
(Fig.1C), c6 nghia 1a thrombin dugc tao ra nhanh hon gin mudi 1an khi Sevenfact™

va Hemlibra® dugc sir dung két hop.
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Tém lai, dbi voi tht ca cac néng dd Sevenfact™ dugce thir nghiém, thi
Sevenfact™ va Hemlibra® duoc st dung két hop c6 tac dung hiép déng dén sy tao

ra thrombin.
2.1.2 - Danh gia mé 2 ciia huyét trong ctia bénh wa chay méu A

Céc két qua duge thé hién trong Bang 4 va Fig.2. O ndng d6 Sevenfact™ rit
thap 12 20nM, thi thu duge ty 1& 1a 2,21 ddi vé6i thong sé ETP (Fig.2A), thu dugc ty
18 12 2,34 d6i v6i dinh thrombin (Fig.2B), va thu duoc ty 18 1a 2,9 ddi véi théng sb
vén tbe (Fig.2C) cta td hop Sevenfact™ + Hemlibra®. Vi vay, ngay ca & ndng dod
Sevenfact™ thir nghiém thép nhét, thi van quan sat théy tac dung tao cuc dong hi¢p

dong.

O ndng d6 40nM, ty 1& twong tng v6i ETP 1a 2,29 (Fig.2A), tuong (mg véi
dinh thrombin 1a 2,79 (Fig.2B) va ty 1€ twong ing véi van tbc 1a 3,68 (Fig.2C), ¢6
nghia 1a viéc str dung Sevenfact™ két hop véi Hemlibra® khién thrombin c6 thé
duoc hinh thanh nhanh hon khoang 4 1an.

Téc dung hiép ddng 14 16n nhat véi ndng dd Sevenfact™ bang 100nM. O ndng
d6 100nM, thi ty 1€ twong rng v6i dinh tao thrombin 1a 3,41 (Fig.2B) va tuong ung
vé6i van toc 1a 5,63 (Fig.2C), ¢6 nghia 1a thrombin dugc tao ra nhanh hon gan 6 lan
va néng d6 thrombin dat dugc 16n hon gén bdn 14n khi Sevenfact™ dugc st dung két

hop v6i Hemlibra®.
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Tém lai, d6i véi tit ca cac néng dd caa Sevenfact™ duogc thr nghi€m, thi
Sevenfact™ va Hemlibra® dugc sir dung két hop c6 tac dung hiép dong dén sy tao

ra thrombin.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Dugc phim chira:
a. yéu t6 VII chuyén gen, va
b. khang thé da dic hiéu dugc dinh hudéng khang lai yéu t6 IX va yéu t6 X.

2. Dugc pham theo diém 1, trong d6 yéu t§ VII chuyén gen nay 1a yéu t6 VII & ngudi
thu dugc tir qua trinh san sinh ra boi céac té bao biéu md cua tuyén vu cda dong vat co

v chuyén gen khong phai ngui.
3. Duoc pham theo diém 2, trong d6 dong vét chuyén gen nay 14 thé.

4. Dugc phim theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6 khang thé nay

la emicizumab.
5. San phim két hop chwa:
a. yéu t6 VII chuyén gen, va
b. khang thé da dic hiéu duge dinh huéng khang lai yéu t6 IX va yéu t6 X,
dé sur dung trong ngan ngtra hodc diéu trj r6i loan dong mau & bénh nhén.
6. Kit bao gom:
- Vit chira chira yéu t6 FVII chuyén gen; va

- Mot vat chira khac chira khang thé dugc dinh hudng khang lai yéu t6 IX va
yéu tb X.
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