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(57) Sang ch€ dé cap dén phic hgp protein chita polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y,
mién Fc cua globulin mién dich va polyme phi peptit c6 ba ddu cé chirc (3
nhénh) trong d6 mai lién két clia ca polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va mién Fc
cua globulin mién dich nay v6i polyme phi peptit 3 nhdnh déu 12 céc lién két
cong hod tri tuong tng. Phic hgp protein nay dam bao ring polypeptit c6 hoat
tinh sinh 1y git dugc hoat tinh tdc dong trong thdi gian dai va cé tinh 6n dinh
sinh hoc. Nho duy tri dugc hoat tinh sinh hoc cao clia polypeptit hoic peptit c6
hoat tinh sinh 1y va cai thién dédng ké thoi gian ban tén trong huyét thanh clia’
polypeptit hodc peptit nay, phitc hgp protein nay c6 thé dugc dung dé phat trién
ché phim giai phéng kéo dai cho cdc thudc polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y khac
nhau. Ngoai ra, qué trinh san xuit chi sit dung chit liéu tho chia polypeptit c6
hoat tinh sinh 1y ma khong gay thét thoat dang ké, do d6 1am ting hiéu suét san
xuét. Hon nifa, c6 thé tinh ché sn phdm thu dwgc mot cdch dé dang. Ngoai ra,
sang ch€ con d¢€ cap dén phuong phép diéu ché phitc hgp protein nhu néu trén.
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Linh vire ki thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phirc hop protein cho phép tao ra hoat tinh tdc dong kéo
dai ctia polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y cling véi protein dime. Cu thé hon, sang ché d&
cap dén phirc hop protein trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly va protein dime duoc
lién két v6i polyme phi peptit c6 ba diu c6 chirc (3 nhanh) thong qua lién két cong hoa

tri twong ng, va phuong phap tao ra polyme nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Do c6 @ 6n dinh thap nén cac polypeptit thudng d& bj bién tinh va bi thoai bién
duéi tac dong ciia c4c proteinaza va do d6 bi mét hoat tinh. Mit khac, peptit c6 kich c&

tuong d6i nho nén dé bi bai tiét qua than.

Do d6, dé duy tri dugc mirc ndng dd trong méau va hi€u gia cia chung nhu
mong mudn, cin phai sir dung thudong xuyén thudc protein chira hoat chét 1a polypeptit
hoic peptit. Tuy nhién, vi trong phin 16n trudng hop cac thube protein & dang dung &
tiém, nén dé duy tri ndng @6 polypeptit hodc peptit c6 hoat tinh sinh' ly thich hgp trong
mau can tién hanh tiém thuong xuyén, didu nay gy dau nhidu cho bénh nhén. P& khic
phuc céc nhuge diém nay, da c6 nhiéu ¢ ging dé tao ra tac dung thubc t6i da bang
cach lam ting d6 én dmh céc thubc protein trong mau va ddng thoi duy tri nong do
thuc trong mau & muc cao trong khoang thoi gian dai. C4c tic nhan trong thubc
protein c6 tac dung trong thoi gian dai phai khong nhitng gia ting dugc d6 on dinh
- thubc protein va duy tri mirc hidu gi4 cta cac thudc nay du cao, ma con phai khong

gdy ra cac dap tmg mién dich & bénh nhan.

Thong thuong, cac polyme c6 do tan cao nhu polyetylenglycol (PEG) duoc
ghép ndi hod hoc vao bé mit protein dé 1am 6n dinh protein, ngin khong cho cac
proteinaza tiép xtic v6i protein, va han ché su thit thoat qua than cac peptit c6 kich
thuéc nhd. Khi duge ghép v6i mot vi tri dic hiéu hodc véi nhiéu vi tri khac nhau trén
protein, PEG ¢6 tic dung lam 6n dinh va ngin can phan tng thiy phan protein ma

khong gdy ra tic dung phu d4ng ké. Ngoai ra, khi dugc ghép véi PEG thi phén tir
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lugng cua protein ting 1én, nhér &6 han ché dugc ton thét protein qua than va ddng thoi

- duy tri hoat tinh sinh ly cta protein.

Vi du, WO 2006/076471 d cép dén viéc sir dung peptit ting bai tiét natri niéu
dang B (B-type natriuretic peptide - BNP) dé diéu tri chimg suy tim sung huyét. BNP
gin két vai thu thé peptit A ting bai tiét natri niéu (natriuretic peptide receptor A -
'NPR-A) d& gay ra qua trinh tdng hop cGMP, nhor d6 1am giam huyét 4p tai dong mach.
Khi dugc PEG hoa (gin véi polyme polyetylen glycol bang lién két cong ho4 tri), nhan
théy 12 BNP ¢6 hoat tinh sinh Iy kéo dai hon trong khoang thi gian dai. Patent My s6
6,924,264 ciing cho thiy c6 su ting thoi gian tdc dong cua exendin-4 khi ghép PEG

1én gbc lysin.

Pé gia ting hoat tinh sinh Iy cta polypeptit 1am thudc, mét polypeptit lam thube
duoc gin vao ca hai ddu tin cling ciia PEG dé tao ra thé lién hop kép (theo Patent My
s6 5,73 8,846). Mac khac, co thé cho hai protein lam thudc khac nhau ge"tn két véi cac
dAu tan cing tuong tmg cia PEG dé tao ra phirc hgp protein c6 hai hoat tinh sinh ly
khéc nhau (theo WO 92/16221). Tuy nhién, nhan thdy khéng c6 sy thay ddi c6 y nghia
vé kha niing duy tri hoat tinh & thudc protein nay.

Ngoai ra, theo nhu bao céo, protein dung hgp ma trong d6 G-CSF va albumin
ngudi duge gin két voi mot PEG, c6 dd én dinh ting lén (Kinstler et “al,
Pharmaceutical Research 12(12): 1883-1888, 1995). Tuy nhién, nhan thdy 13 dang
thubc cai bién c6 cu tric G-CSF-PEG-albumin ndy chi 1am tdng thoi gian luu khodng
bén 14n khi so véi dang thubc ban d_@‘lu khong gin két, va chi ting thoi gian ban tén
trong huyét thanh 1én d6i chut. Do d6, dang thubc cai bién nay trén thyc té khong dugc
dung lam tac nhan kéo dai.

Khi dugc lién hop vé6i PEG, peptit tré nén dn dinh t6i mirc c6 thé kéo dai thoi
gian ton tai ctia chung in vivo. Tuy nhién, vi ¢6 phan tir lrgng cao, nén PEG lam cho
hiéu gia cia peptit c6 hoat tinh sinh ly thip déng ké va lam giam tinh phén ing cua
peptit, diéu nay din dén hiéu suét thép.

Mot phuong phép khac 1am ting d6 én dinh caa protein co hoat tinh sinh ly in
vivo 1a ding k¥ thuat tai td hop gen. Trudc hét, gin két mot gen ma hod protein c6 4o
6n dinh trong méu cao véi gen mi hod protein c6 hoat tinh sinh ly quan tdm, sau do6

bién nap vao té bao dong vat, tiép theo nubi cy té bao nay dé tao ra protein dung hop.
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Vi dy, da c6 nghién ctru vé protein dung hop ma trong d6 albumin hodc phin
cta né, dén nay dugc cho 13 hiru hiéu nhét trong vi€c lam 4n dinh protein, dugc dung
hop v6i protein c6 hoat tinh sinh Iy quan tdm (WO 93/15199 va 93/15200, cong bd
don chau Au s6 413622). Ngoai ra, protein dung hop cua interferon alpha va albumin,
dugc Human Genome Sciences tao ra tir nAm men (tén thuong mai: AlbuferonTM), co
thé 1am ting thoi gian ban tdn trong huyét thanh tir 5 gio dén 93 gio, nhung vin c6
nhugc diém quan trong 13 1am gidm hoat tinh sinh hoc thip hon 5% so véi interferon

nguyén thé (Osborn et al., J. Phar. Exp. Ther. 303(2): 540-548, 2002).

Lién quan dén peptit, c6 cac cai bién khic nhu dugc dé cép trong WO
02/46227, trong d6 GLP-1, exendin-4 va cac chat turong tir cia ching dugc dung hop
v6i albumin huyét thanh ngudi hodc manh globulin mién dich (Fc) bing céch st dung
céc k¥ thut tai to hop di truyén va patent M§ s6 6756480 boc 10 protein dung hop
gilta hormon cén gidp (parathyroid hormone - PTH) hoic c4c chit twong tir ciia n6 va
manh globulin mién dich (Fc). C4c phuong phap nay c6 thé khic phuc dugc van dé
hi¢u suat PEG hod thip va tinh khong dic hiéu, nhung lai ¢6 nhuoc diém 14 thoi gian
ban tén trong huyét thanh khong ting 1én dang ké va trong mot sb treong hop, tao ra
hiéu gia thap. Dé tang thoi gian ban tdn trong huyét thanh 1én cao nhét, c6 thé sir dung
cac nhéanh lién két peptit khac nhau, nhung phuong 4n ndy lai c6 nguy co gy ra dap
tng mién dich cao. Khi 4p dung phuong phép nay, peptit ¢6 cau ndi disulfua, ching

han nhu BNP, ¢6 nhiéu kha ndng gy ra cudn gap sai va do d6 khé ap dung.

WO 94/11399 A1l boc 1§ viée lién két dic hiéu vi tri cta tidu phdn tr B
hemoglobin & vi tri lys-82 clia mi tidu phin tir thinh dang tetra én dinh hon ciia né
béng méi lién két ¢6 ba chirc nhu trimesoyl tris (3,5-dibrosalixylat) (TTDS). Ahrends,
Nucleic Acids Research, vol. 34, no. 10, 3169-3180, 2006 nhén dién méi lién két
ngang quang dugc tao ra giira thé dot bién A223C cia xystein MutH duge danh diu
b%lng mdi lién két c6 ba chic & vong xoén diu tin cing C va protein kich hoat MutL
ciia n6 @ khao sit twong tac protein-protein. WO 2007/062177 Al md ta lién két
ngang ciia hai tiéu phan tir v6i nhau va thé lién hop khéang thé dé tao ra do nhay nhudém
mau ddc biét va tinh dic hiéu trong cac thir nghiém héa mién dich md va lai in situ .
T4t ca WO 93/02105 A1 Al, WO 2004/054615 A1 va Studdert et al., PNAS, tap 102,
s 43, 15623-15628, 2006 déu boc 16 3 protein duge lién két bing tac nhan lién két
ngang c6 ba chirc. WO 2008/082274 A1 boc 1§ thé lién hop protein chira mién Fe.
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Ciing d3 biét dén cac protein dung hop khic nhau khac duge tao ra bing cach
gin két mién Fc ciia globulin mién dich véi interferon (cong bb don patent Han qudc
s6 2003-9464), thu thé interleukin-4, thu thé interleukin-7 hogc thu thé erythropoietin
(Patent Han quéc s6 249572) bing cong nghé tai t6 hop di truyén. Cong bd don qubc
té s6 WO 01/03737 boc 16 protein dung hgp trong d6 xytokin hoic yéu t6 ting truéng
dugc gin két théng qua mébi lién két oligopeptit v&i phin Fc ciia globulin mién dich.
Patent My s6 5,116,964 boc 16 dang dung hogp gitta LHR (glycoprotein bé mat té bao
lympho - lymphocyte cell surface glycoprotein) hoic protein CD4 véi ddu amino hoic
carboxy ciia mién Fc ctia globulin mién dich duoc tao ra bang k¥ thuét tai td hop di
truyén. Ngoai ra, Patent My s6 5349053 boc 10 protein dung hop trong d6 IL-2 duoc
gin két v6i mién Fc cta globulin mién dich. D3 biét nhidu protein dung hop véi Fe
khac dugc tao ra bing k§ thuit tai td hop di truyén, vi du bao gdm protein dung hop
tao ra tir mién Fc cta globulin mién dich véi interferon-beta hodc cac din xuit cua
chung (céng bd don quéc té s6 WO 00/23472), mién Fc cia globulin mién dich véi thu
thé IL-5 (Patent M§ sb 5712121), mién Fc cta globulin mién dich G4 véi interferon
alpha (Patent M§ s6 5723125) va mién Fc cta globulin mién dich G2 véi protein CD4
(Patent My s6 6451313). Mic khac, Patent My s6 5605690 huéng dan viée sir dung
dang cai bién ctia mién Fc cia globulin mién dich dé san xuét protein dung hop. Vi du,
sir dung Fc globulin mién dich c6 cac gbc axit amin duoc cai bién dic biét nhim bé trg
cho vi tri gin két hodc vj tri gén két thu thé dé tao ra protein dung hgp TNFR-IgG1 Fc
bang phuong phép tai t6 hop di truydn. Cac Patent My sb 6277375, 6410008 va
6444792 boc 16 céc protein dung hop khic ciia mién Fe glob‘ulinA mién dich cai bién

dugc tao ra bang k¥ thuit tai t& hop gen.

Cac globulin mién dich hoat dong nhur 12 khang thé, thé hién doc tinh t& bao phu
thudc khang thé (antibody-dependent cell cytotoxicity: ADCC) hodc doc tinh té bao
phu thudc b thé (complement-dependent cytotoxicity: CDC) va theo nhu bdo céo, cac
chudi dudng c6 mit trong mién Fc cta globulin mién dich dong mot vai trd quan trong
trong cac qua trinh ADCC va CDC (Burton D., Molec. Immun. 22, 161-206,1985). D3
biét ring ban than globulin mi&n dich, khi khong c6 chudi dudng, c6 thdi gian ban tdn
trong huyét thanh twong tir v6i globulin min dich ¢6 cac chudi dudng, nhung c6 luc
gan két v6i bd thé va luc gin két v6i thu thé giam tir 10 dén 1000 1an (Waldmann H.,
Eur. J. Immunol. 23, 403-411, 1993; Morrison S., J. Immunol. 143, 2595-2601, 1989).
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Patent My s§ 6660843 boc 10 dang dung hop ciia mién Fc véi peptit quan tAm
thong qua méi lién két va phuong phép san xuét protein dung hop & E. coli bang k¥
thuat tai t6 hop gen. Khi duge sit dung trong viéc diéu ché cac phirc hop, méi lién két
cho phép chon loc vi tri lién hop giita hai protein quan tdm va huéng cia ching, va
gitip san xuét ra phuc hop & dang monome, dime hodc multime ddng nhit hodc khac
loai. Ngoai ra, khi st dung phuong phép ndy, c6 thé tao ra phirc hop véi chi phi thip
hon khi str dung t€ bao dong vét c6 vu. Ngoai ra, ¢6 thé tao ra phirc hop & dang khong
chtta chudi dudng. Tuy nhién, vi cling mot lac san xuét ca protein quan tdm va mién
Fc cua globulin mién dich trong E. coli, nén khé ap dung phuong phap nay cho protein
dich khi dang nguyén thé ciia protein dich c6 chudi duong. Dua vao cac thé v,
phuong phap nay d& c¢6 khuynh huéng gay ra cudn gap sai. Trong protein dung hop Fe
tao ra bang k§ thuat tai td hop di truyén, dung hop chi c6 thé xay ra & vi tri cu thé, n6i
cach khac dau t4n cting amino hoic carboxy ctia mién Fc globulin mién dich. Protein
dung hop Fc chi biéu hién & dang dime ddng nhét, chir khong & dang monome. Ngoai
ra, dung hop chi c6 thé xay ra gilra cac protein dugc glycosyl hoa hodc giita cac
protein khéng dugc glycosyl hod, chir khong thé xay ra gilra céac protein dugc glycosyl
hod va protein khong dugc glycosyl hoa. Khi c6 mit trong co thé, trinh tir axit amin
m6i dugc tao ra do qud trinh dung hop c6 thé giy ra dap g mién dich. Hon nita, méi

lién két nay c6 thé dé bi phan huy bing enzym.

Theo nhu céc bio céo trude déy, trong qua trinh phat trién protein dung hop
bing céach sir dung mién Fc cia globulin mién dich, chwa c6 c¢b géng nao tao ra phirc
hop cua protein dich véi Fe nguyén thé & ngudi thong qua méi lién két ngang. C6 thé
tao ra mién Fc cia globulin mién dich & té bao dong vat c6 vi hogc E. coli bang cach
st dung céc k¥ thudt tai t6 hop di truyén, nhung bdo cdo truéc ddy chwa hé c6 nd luc
nh%;m tao ra chi mién Fc cia globulin mién dich nguyén thé khong c6 protein dich véi
hiéu suét cao va st dung chiing dé tao ra dang 6n dinh. Ngoai ra, chua c¢6 nd luc nio
dugc thyc hién dé tao ra phitc hgp cia Fe globulin mién dich t4i td hop véi cac protein
dich thong qua méi lién két ngang.

Nhu v4y, da thuc hién nhidu phuong phap khac nhau dé lién hgp polypeptit c6
hoat tinh sinh ly véi polyme. Theo cac phuong phap thudng ding, cé thé cai thién do
6n dinh ciia polypeptit, nhung lai 1am gidm déng k& hoat tinh, hoic c6 thé céi thién

dugc hoat tinh nhung lai khong xét dén dd 6n dinh. Do d6, vin cén tim ra phuong
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phap ma c6 the lam ting d§ on dinh cla cac thudc protein ma chi 1am giam & mirc toi

thiéu hoat tinh gay ra do cai bién.

Véi muc dich nay, cic tac gia sang ché da xdy dung nén phtc hop protein ¢6
thdi gian ban ton trong huyét thanh cai thién va c6 hoat tinh cao bing cach gin
globulin mién dich va polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy 14n lugt vao cac du tin cling d6i
xtmg ctia mbi lién két phi peptit nhu dugc boc 1§ trong cac Patent Han quéc sé 10-
0725315 va 10-0775343.

Thong thuong, didu ché phic hop protein trong d6 globulin mién dich va
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y 14n hrot duogc gin két voi du tén cling d6i ximg cta
polyme phi peptit bang cach gin két polyme phi peptit theo xu huéng uu tién véi
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy va sau d6 véi mién Fc cta globulin mién dich. Tuy
nhién, phuong phdp tao ra thong thudng nay thudng tao ra céc tap chit ngoai mdng
mudn, cling nhu 1am mét mét lrgng 16n polypeptit c6 hoat tinh sinh ly. N6i cach khéc,
phuong phap thong thuong ndy 1a khong c6 loi v& mit kinh t& cho viéc ding trong
cdng nghiép va can phai tinh ché phirc hop tao ra theo phuong phép c6 phén phirc fap.
Trong trudng hgp ma polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y & dang dime, né tao ra lién két
cau nbi véi polyme phi peptit & ca hai ddu tan cing 1am cho polyme khong thé tao
phttc hop v6i mién Fc globulin mién dich hodc c6 thé tao phirc hop nhung véi hicu
suét rét thdp. Mic khac, khi mién Fc cta globulin mién dich dugc gn két truée tién
voi polyme phi peptit, thi cling xay ra hién tugng twong ty. Vi Fc ctia globulin mién
dich 1a dime ddng nhét v6i hai ddu t4n cing cudng N nim gin nhau, nén tao thanh céc
mdi lién két twong tmg gitra hai ddu tan cing N cia Fc globulin mién dich va diu tdn
ciing d6i xtmg ciia polyme phi peptit dé tao ra dang cu nbi, do d6 khong con diu co
chitc nao @ cho phan g véi polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y. Theo d6, hidu suit san

xut giam di dang ké.
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Ban chit k§ thuat ciia sang ché

Dé dat dén sang ché, cac tac gia sang ché da thyuc hién nhidu nghién ctru chuyén
mon va k¥ ludng vé phirc hop protein, nhim muc dich khic phuc duge nhuge diém
vép phai tru6c ddy, da tim ra duoc ring viée st dung polyme phi peptit 3 nhanh lam
mdi lién két dé diéu ché phirc hop protein gdm c6 protein dime 14 mién Fc cia Ig va
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ngin can su thét thoat polypeptit c6 hoat tinh sinh ly
lam gia ting dang ké hiéu sudt san xut, cho phép tinh ché phtrc hop bing phwong
phép don gian, va cho phép tao ra phirc hop protein c6 ciu truc én dinh nén kéo dai

thoi gian ban ton trong huyét thanh ddng thoi duy tri hoat tinh sinh hoc ciia phirc hop.

Giai phap k¥ thuét

Do d6, muc dich clia sang ché 13 tao ra phirc hop protein trong do6 polypeptit cé
hoat tinh sinh ly, polyme phi peptit 3 nhanh, va protein dime 14 mién Fc cia Ig dugc
lién két véi nhau thong qua céc lién két cong hod tri, va phuong phép tao ra phirc hop

nay.

Sang ché gitip tao ra tdc nhan thudc protein c6 tac dung kéo dai chira phtc hgp
protein ¢6 polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y v&i thoi gian ban ton trong huyét thanh ting

1én ma vin ddng thoi duy tri hoat tinh sinh hoc ctia minh.

Tac dung mang tinh vu diém cua sang ché

Nho c6 cdu tric trong d6 c6 lién két gitra polypeptit c¢6 hoat tinh sinh ly va
protein dime véi polyme phi peptit 3 nhénh thong qua céc lién két cong hod tri, phirc
hop protein theo sang ché c6 thé duy tri ndng d6 cua polypeptit hoat tinh trong mau

cao trong khoang thdi gian dai mang lai tac dung y hoc 6n dinh.

Ngoai ra, phuong phép tao ra phirc hop protein theo sang ché c¢6 thé 1am giam
1 rét lugng polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y can diing so véi phwong phép thong thudng
c6 st dung polyme phi peptit hai nhanh va c6 cac uu diém so véi phuong phép thong
thudng, 13 chi cin phuong phép tinh ché don gidn hon va lam ting dang k& hiéu sut
san xuét. Pic biét 13, tét hon néu phirc hop protein bén véi polypeptit c6 hoat tinh sinh

Iy ¢6 ban chét dime dugc didu ché bing phuong phap theo sang ché.
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Mo ta vén tit hinh vé

FIG. 1 l1a hinh dai dién thé hién phirc hop protein dung polyme phi peptit c6 ba
dAu c6 chirc (3 nhanh).

FIG. 2 thé hién hiéu qua in vivo cia phtrc hop PEG-Octreotit (N) 3 nhanh véi
Fc globulin mién dich trén @b thi (HM11760B: phirc hgp PEG-Octreotit (N) 3 nhanh
v6i Fe globulin mién dich, Sandostatin-LAR: ché phim giai phong kéo dai cua

octreotit).

FIGS. 3 thé hién hiéu qua in vivo cua phic hop PEG-FSH(N) 3 nhéanh véi Fc
globulin mién dich (HM12160A: phirc hop PEG-FSH(N) 2 nhénh véi Fc globulin
mién dich, HM12160B: phirc hop PEG-FSH(N) 3 nhanh véi Fc globulin mién dich).

M0 ta chi tiét sang ché
Theo m{t khia canh ciia sang ché, sang ché dé cép dén phuc hop protein trong

d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va 12 mién Fc cta Ig duoc lién két cOng hoa tri véi

polyme phi peptit 3 nhanh.

Nhu dugc sir dung & ban mo ta nay, thuét ngit "phirc hgp protein” hoic "phirc
hop" duge du dinh dé dugc ding @& chi cAu trac bao gbm it nhit mot polypeptit ¢
hoat tinh sinh ly, it nhat mdt polyme phi peptit 3 nhanh va it nhit mot protein dime, két
nbi thong qua cac lién két cong hoa tri gifta cc chét nay. P& phan biét véi thuat ngit
"phtrc hop", thuat ngit "lién hop" dugc st dung trong ban md ta ndy dwgc ding dé chi
cdu tric trong d6 chi c6 két néi gitra cac cdp doi polypeptit c6 hoat tinh sinh ly,

polyme phi peptit va protein dime thong qua lién két cong hod tri.

Phure hop protein theo sang ché 1a thube protein duoc cai bién dé gia ting sy ton
tai ctia phtrc hop in vivo va 1am giam thiéu sy mét hoat tinh sinh hoc cua phirc hop.
Séng ché d& xuét viée sir dung polyme phi peptit 3 nhanh gin két polypeptit c¢6 hoat
tinh sinh 1y va 1a mién Fc cta Ig qua né dé tao ra phtrc hop protein, nhd d6 cho phép
c6 thé ap dung phuong phép tao ra ma c6 thé ngin dugc sy thét thoat polypeptit c6
hoat tinh sinh ly va tao ra phitc hgp protein c6 thé c6 ciu truc dn dinh dé tinh ché duogc
dé dang.

Nhu dugc sir dung & ban m6 ta nay, thut ngir "protein dime" dugc ding dé chi

protein c6 hai dau tan cing N. Tét hon 14 ¢6 thé si dung mién Fc cia globulin mién
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dich 1am chét mang. Cac homodime hodc heterodime c6 hoat tinh sinh ly ciing thudc

pham vi clia protein dime nay.

Mién Fc ctia globulin mién dich 13 c6 d n dinh thich hop d& ding lam chét
mang cho thubc béi vi d6 14 polypeptit phan huy sinh hoc khi dugc trao di chét in
vivo. Ngoai ra, nhd ¢6 phan tir luong twong dbi nhd, nén mién Fc cia globulin mién
dich ¢6 wu diém hon so véi phan tir globulin mién dich toan thé khi xét v& phuong
phap tao ra, tinh ché va hiéu suét tao phirc hgp. Ngoai ra, béi vi mién nay khéng chira
mién Fab ma 14 khac nhau nhiéu vé trinh tu axit amin gitta c4c khang thé khac nhau,
Fc c6 tdc dong ting cudng manh dén mirc trong ddng cia phirc hgp va dugce cho la

lam gidm kha néng gdy ra tinh khang nguyén.

Thuét ngfr "mién Fc ciia globulin mién dich", nhu dugc st dung & ban mo ta
ndy, dugc du dinh dé chi mién 6n dinh ciia chudi ning 2 (Cy2) va mién én dinh cia
chudi ndng 3 (Cy3) khong chira mién thay dbi ctia chudi nhe va chudi ning, mién én
dinh cta chudi ning 1 (Cgl) va mién 6n dinh cta chudi nhe 1 (Cr1) va c6 thé chira
ving ban 1&. Mién Fc ctia globulin mi&n dich theo séng ché c6 thé 1a mién Fc kéo dai
con chira mot phz‘?m hoic toan bd ca mién dn dinh cua chudi ning 1 (Cyl) va/hoic mién
6n dinh cta chudi nhe 1 (C1) va khong ¢6 mién thay ddi ciia chudi nhe va chudi ning
néu mién ndy dam bao mang lai tic dung v& co ban 1a gidng hoic cao hon téc dung
cla dang nguyén thé. Theo cich khac, mién Fc c6 thé la dang cit ngin cia Cy2
va/hodc Cy3 khong c6 phin dang ké trinh tu axit amin tuong tng. N6i tom lai, mién
Fc ctua globulin mién dich theo sang ché co thé 1) mién Cyl, mién Cy2, mién Cu3 va
mién Cyé4, 2) mién Cyl va mién Cy2, 3) mién Cyl va mién Cy3, 4) midn Cy2 va midn
Cu3, 5) két hop clia mdt hogc nhidu mién va ving ban 18 ciia globulin mi2n dich (hoic
mot phén cua vung ban lé) hoac 6) dime bao gf“)m mdt mién én dinh cta chudi nhe va

mién O0n dinh cia chudi nhe.

Ngoai ra, thuit ngir "mién Fc cia globulin mién dich", nhu dugc st dung & ban
md ta ndy, dugc du dinh dé chi khong chi trinh ty axit amin nguyén thé ma con ca céc
dot bién cua chuing. Dot bién trinh tr axit amin dugce ding dé chi trinh ty axit amin
khac véi trinh tu nguyén thé béi khuyét doan, cai xen, thay thé bao toan hoic khong
bao toan ciia mdt hodc nhiéu gbc axit amin hodc két hop cta ching. Vi dy, cac gbe
axit amin & céc vi tri tir 214 dén 238, 297 dén 299, 318 dén 322, hodc 327 dén 331 cia

Fc IgG, ma d3 dugc biét 1a dong mot vai trd quan trong trong gén két véi khéng thé
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lién két, c6 thé dugc cai bién sao cho dugce st dung 1a vi tri gén két thich hop . Ngoai
ra, ¢6 thé c6 cac @6t bién khac nhau, vi du nhu, khong c6 géc tao lién két disulfua hodc
mdt sb axit amin ddu t4n cing N cta Fc nguyén thé, hodc c6 thém gbc metionin & dau
tan cing N & Fc nguyén thé. Ngoai ra, c6 thé 1am mét chirc ning hiéu g bang cach
loai motif g:?'m két bd trg, vi du, motif gén két véi Cl1q, hodc motif ADCC (ddc tinh té
bao qua trung giaﬁ té bao phu thudc khang thé - antibody-dependent cell cytotoxicity).
C6 thé tham khao WO 97/34631 va WO 96/32478 lién quan dén viéc tao ra céc dot

bién trinh ty axit amin ctia mién Fc cta globulin mién dich.

Trong linh vyc k¥ thuét nay cling da biét‘ dén cac thay thé axit amin ma khong
lam bién ddi hoat tinh clia toan bo protein hodc peptit nguyén thé (H. Neurath, R. L.
Hill, Proteins, Academic Press, New York, 1979). Cac thay'thé phé bién nhét xuit
hién gita Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val,
Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, va Asp/Gly.
Néu cin, c6 thé tién hanh cai bién axit amin, ching han nhu thong qua qué trinh
phosphoryl héa, sulfat hod, acryl hod, glycosyl hoa, metyl ho4, farnesyl hoa, axetyl

ho4, amit ho4, v.v.

Tét hon néu céc dot bién Fc dugc mo ta trén day 13 cac bién dbi tuong duong
chirc ning so vé6i dang ty nhién, do d6 c6 hoat tinh sinh hoc twong tu, c6 cai thién vé
d6 &n dinh cdu trac dbi voi tac dong cia nhiét va d6 pH.

Mién Fc c6 thé 1a dang nguyén thé dugc phén tach tir nguoi va cdc dong vat
khac bao gém bo, dé, lon, chudt nhit, tho, chudt déng, chudt céng va chudt lang, hodc
c6 thé 1a dang tai t6 hop hodc cac din xuét ciia chung, thu dugc tir t& bao dong vat
hoic vi sinh vat dugc bién nap. Trong trudng hop sau ndy, toan bd globulin mién dich
dugc phén tich tir ngudi hodc déng vit, sau d6 xir 1y bang proteaza. Khi xir Iy bang
papain, toan bd globulin mién dich dugc phén chia thanh Fab va Fc. Pepsin phan cit
toan bj globulin mién dich thanh pF'c va F(ab)2. Tir cac phin nay, c6 thé tach riéng Fc
hoic pF'c bang cach st dung phwong phép séc ky ray phéan tir. Puoc wu tién 12 mién Fe

cia globulin mién dich t4i t& hop thu duoc tir mién Fc ctia ngudi ¢ vi sinh vat.

Mién Fc cua globulin mién dich hitu ich trong sang ché c6 thé ¢6 chudi duong
"v6i chi€u dai it hon, bang, hogc dai hon mién Fc nguyén thé, hoic ¢ thé khong co

chudi dudong. C6 thé thuc hién viéc bd sung, 1am giam hoic loai bo chudi dudng & Fe
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globulin mién dich bang cach sir dung k§ thuét thong thudng, ching han nhu k¥ thuat
hoa hoc, k¥ thuat enzym hoic k¥ thuat tai td hop di truyén bing cach sir dung vi sinh
vét. Mién Fc ciia globulin mién dich dugc khir glycosyl hod 1am giam dang ké vé Iuc
gén két ctia doan bd trg (C1q) va c6 ddc tinh t& bao qua trung gian té bao phu thudc
khéng thé hodc ddc tinh té bao phu thudc bd thé rit nhd hodc 1a khong c6, va do d6
khong giy ra cac dap tng mién dich khong can thiét. Trong ban mo ta nay, mién Fc
ctia globulin mién dich dugc khtr glycosyl hoa hoic khong dugc glycosyl hoa c6 xu

huéng tring khép véi chire ning du dinh 1am chit mang thude.

Nhu dugc sit dung & ban md ta ndy, thuat ngit "khir glycosyl hoa" duge ding dé
chi viéc loai bé chudi dudng ra khéi Fc nguyén thé bing phuong phép enzym. Thuét
ngit "khong dugc glycosyl hoa"dugc ding dé chi rang khong c6 mit cac chudi dudng
trong mién Fc boi vi mién ndy dugc tao ra & sinh vat c6 nhan chuin va tdt hon néu 13 &
E. coli.

Mién Fc cta globulin mién dich c¢6 thé ¢6 ngudn gbc tir ddng vat bao gdm
nguoi, bo, dé, lon, chudt nhét, thd, chudt déng, chudt céng va chuft lang, t6t hon 12 ¢6
ngudn gbc tir ngudi. Ngoai ra, mién Fc cia globulin mién dich hiru ich trong sang ché
c6 thé thu duge tir trong sb IgG, IgA, IgD, IgE, IgM va két hop ciia ching hodc thé lai
cua ching. T6t hon néu, mién Fc nay thu dugc_ tir IgG hodc IgM, 1a céc dang c6 nhiéu
hon céc dang globulin mién dich khac, va t6t nhit néu tir [gG ma da duoc biét dén 1a

kéo dai thoi gian ban tdn trong huyét thanh cua protein gin két véi phdi tir.

~ Ngoai ra, mién Fc cta globulin mién dich c6 thé & dang dime hogc multime (két
hop cua Fc globulin mién dich), mdi dang chira globulin mién dich dugc glycosyl hoa

cau thanh tir cdc mién c6 cung ngudn goc.

Thuét ngir "két hop", nhur duoc sir dung & ban mb ta ny, dung dé chi s gén két
clia polypeptit ma hoa phin Fc ciia globulin mién dich chudi don c6 cling ngudn gbc
v6i polypeptit chudi don c6 ngudn gbc khac dé tao ra dime hodc multime. Néi cach
khéc c6 thé diéu ché dime hoic multime bing cach két hop hai hodc nhidu phén dugc

chon trong sb cac phan Fc cua IgG Fc, IgA Fe, IgM Fc, IgD Fc va IgE Fe.

Thuét ngtr "thé 1ai", nhu dugc st dung & ban mo ta ndy, co nghia 1a trinh tyr ma
ho4 hai hodc nhiéu ph?ln Fc cua globulin mién dich c6 nguf‘m géc khac nhau c6 mit

trong phan Fc ctia globulin mién dich chudi don. Theo sang ché, co thé c6 cac dang thé
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lai khac nhau. Vi dy, mién Fc bao gém tir m6t dén bén mién khac nhau chon tir Cyl,
Cy2, Cy3 va Cy4 cia Fe IgG, Fe IgM, Fe IgA, Fc IgE va Fc IgD va c6 thé chira vung
ban 18

IgG con dugc phén chia tiép thanh cac phén 16p IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4 va
két hop hoic thé lai cua chung 14 dugc phép theo sang ché. Pugc wu tién 12 mién Fc
cta IgG2 hodc IgG4, trong d6 wu tién nhit 12 mién Fc cua IgG4 khong c6 chirc ning
hiéu g chéng han nhu doc tinh té bao phu thudc bd thé (CDC).

Theo d6, mién Fc khong dugc glycosyl hoa cta IgG4 cta ngudi 13 chit mang
thubc duge wru tién cao nhét. Mién Fe c6 ngudn gbc tir ngudi 14 duge vu tién hon dang
c6 ngudn gbc khéng phai 1a ngudi vi dang sau ndy c6 thé tac dong nhu 1a khang

nguyén trong co thé, gay ra san xuét khang thé chdng lai né.

Sang ché dé xudt mébi lién két cua thude protein véi protein dime thong qua

polyme phi peptit.

* Theo sang ché, polyme phi peptit duge ding dé chi polyme tuong thich sinh
hoc bao gém hai hodc nhidu mét xich co s& duge lién két véi nhau thong qua lién két

cong hoa tri khéng phai 14 lién két peptit.

Mbi két nbi dang peptit thuong dugce dung trong protein dung hop dugc didu
ché thong qua dung hop trong khung c6 nhuoc diém 1a d& bi proteinaza phan cit in
vivo, do d6 khong dam bao dugc thude hoat tinh c6 thoi gian ban tdn trong huyét
thanh 14u nhu dy tinh khi chit mang van con nguyén ven. Nguoc lai, polyme theo sang
ché bén dbi vai tac dung phén cét bing enzym, duy tri thoi gian ban ton trong huyét
thanh ciia thudc 1au nhu ddm bio mién 13 chét mang vin con nguyén ven. Véi didu
kién 13 polyme c6 tic dung nhu néu trén, néi cach khéc 13 bén véi tac dung cta
proteinaza in vivo, thi polyme bét ky déu c6 thé dugc sit dung theo sdng ché khong c6
han ché nao ca. Polyme phi peptit hitu ich theo séng ché c6 phan tir luong tir 1 dén 100
kDa va t6t hon néu tir 1 dén 20 kDa. Polyme phi peptit theo sang ché duge lién hop
v6i mién Fc globulin mién dich c6 thé 1a polyme hoic két hop ctia cac polyme khac
nhau.

Vi du v& polyme phi peptit hitu ich theo séng ché bao gdm polyme phén huy
sinh hoc nhu polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme ciia etylen glycol va
propylen glycol, polyol dugc polyoxyetyl hod, ruou polyvinyl, polysacarit, dextran,
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polyvinyl etyl ete, polyme phan huy sinh hoc ching han nhu PLA (axit polylactic) va
PLGA (axit polylactic-glycolic), lipopolyme, chitin, axit hyaluronic va két hop cia
chung, trong do polyetylen glycol 13 dugc wu tién. Ngodi ra, cic din xuét clia ching da
dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat nay hoic c6 thé didu ché d& dang bang céach sir

dung k§ thuét thong thudng déu nim trong pham vi cia sang ché.

Polyme phi peptit dugc str dung theo sang ché cac nhém chirc ma mién Fe cia

globulin mién dich va thudc protein c6 thé gin két véi.

Nguoc lai phuong phép da biét diéu ché phuc hop protein bang cach sir dung
~ polyme phi peptit c6 hai ddu ¢6 chirc (c6 hai nhanh) (Patent Han quéc s 10-0725315),
sang ché sir dung polyme phi peptit 3 nhanh. Khac vé6i polyme phi peptit thong thuong
c6 mdt dau c6 chirc va cdc nhanh tir 16i phén ttr, polyme phi peptit hiru ich theo sang
ché c6 ba ddu c6 chic trong d6 hai déu chiu trach nhiém cho sy tao thanh lién két cdng
ho4 tri v6i protein dime con dau kia dugc lién két cong hod tri v4i polypeptit ¢6 hoat
tinh sinh ly.

Chi tiét hon nira, vi Fc globulin mi&n dich 14 dime ddng nhat c6 hai dAu tan
cung N nﬁrﬁ gén nhau, nén tao thanh lién két turong tng giira hai diu téﬁ cung N cuia
Fc globulin mién dich va ddu tan ciing d6i xtmg cia polyme phi peptit. Do d6, khi
trude hét polyme phi peptit c6 hai nhanh tao thanh lién két cong hod tri v6i mién Fe
cla globulin mién dich, thi khéng con dau c6 chirc nao khac cé thé phén Ung véi
polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y, 1am giam dang ké hiéu sudt san xuét. Do do, polypeptit
c6 hoat tinh sinh ly, trudc khi phén ttng v6i polyme phi peptit ¢6 hai nhanh, dugc cho
phan tmg vé6i mién Fe cua globulin mién dich. Tuy nhién, khi cho polypeptit c6 hoat
tinh sinh ly phén tng trudc, tao ra nhidu tap chit ngoai mong mudn, do d6 1am thét
thodt polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y. Ngugc lai, c6 thé cho polyme phi peptit 3 nhanh
phan mg véi mién Fc cua globulin mién dich truée khi phan ing véi polypeptit ¢
hoat tinh sinh 1y vi hai trong s& ba d4u c6 chirc ciia polyme chiu trach nhiém cho lién
két v6i hai ddu tan cing N cia Fc globulin mién dich Cbn dAu chire kia cta né c6 thé
lién két v6i polypeptit ¢ hoat tinh sinh Iy. Do vy, c6 thé tao ra phirc hop protein véi
hiéu suét cao. Trén thuc té, nhan théy hiéu sult san xuit cao hon tir hai dn chin lan

khi str dung polyme phi peptit c6 hai nhanh.
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Ba nhém chirc d4u t4n ciing cta polyme phi peptit c¢6 thé gan két véi cac gbe
lysin, histidin hogc xystein tr do & d4u tan ciing N ctia mién Fc cia globulin mién dich

va polypeptit c6 hoat tinh sinh ly.

Tt hon néu, ba nhém chic ddu tin cing cia polyme phi peptit dugc chon
‘trong sb cac nhém aldehyt, nhém propionaldehyt, nhém butyl aldehyt, nhom maleimit
va cac din xuét suxinimit. Vi du v& cac din xuét suxinimit hitu ich theo sang ché bao
gbm sﬁxinimidyl propionat, hydroxy suxinimidyl, suxinimidyl carboxymetyl va
suxinimidyl cacbonat. C4c nhém aldehyt 13 dugc wu tién. Khi c6 mit trén ba dau tan
clng cua polyme phi peptit, cic nhém aldehyt d& phan tng c6 thé giam thiéu cac phan
tmg khong ddc hiéu va 13 hitu hiéu trong viéc tao thanh cic méi lién két véi ca
polypeptit c6 hoat tinh sinh ly 1n protein dime. Ngoai ra, san phdm cudi tao thanh do
qua trinh alkyl hoa khir v6i aldehyt 1 n dinh hon nhiéu san phdm dugc tao thanh véi
mdi lién két amit. Thong thuong, cdc nhém chirc aldehyt phan tmg chon loc véi dau
amino & d6 pH thép trong khi d6 tao thanh lién két cong hoa tri véi gbe lysin & dd pH
cao, vi du, pH 9,0. Ba nhém chitc dau tan cing cta polyme phi peptit c6 thé 13 gibng
nhau hoac khac nhau.

Theo sang ché, thé lién hop clia protein dime véi polyme phi peptit ndy duoc

lién két vai polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy dé tao ra phirc hop protein.

Trong ban md ta nay, thuat ngit "polypeptit cé hoat tinh sinh ly", "protein c6
hoat tinh sinh ly", "protein hoat tinh", "polypeptit hoat tinh" hoic "thudc protein" dugc
ding dé chi polypeptit, peptit hodc protein c6 h_oat tinh d6i khang nao d6 chéng lai mot
hién tugng sinh ly in vivo va céc thuat ngit ndy c6 thé dugc st dung thay cho nhau.

Polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y ¢ thé ding tao ra phirc hop proteiri theo séng
ché c6 thé dugc néu vi du 1a cadc hormon, xytokin, interleukin, protein gz"m két véi
interleukin, enzym, khang thé, yéu t§ sinh truéng, yéu t§ phién ma, nhan t6 mau,
vacxin, protein cAu tric, protein phéi tir, thu thé, khéng nguyén bé mit té bao, chat ddi
khang thu thé, va cac din xuit hoic cac chit trong tyr cia ching.

Vi du cu thé vé polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy hiru ich theo sang ché bao gbm
hormon sinh truéng & nguoi, hormon giai phoéng hormon sinh trudng, peptit giai
phéng hormon sinh trudng, interferon va cac thu thé interferon (vi du, interferon-a, -B

va -y, cac thu thé interferon typ I hoa tan), yéu t6 kich thich khun lac, peptit gidng
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glucagon (GLP-1, v.v.), peptit exendin-4, ANP, BNP, CNP, DNP, thu thé hoat dong
gén véi protein G, interleukin (e.g, interleukin-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -11, -
12, -13, -14, -15, -16, -17, -18, -19, -20, -21, -22, -23, -24, -25, -26, -27, -28, -29, -30)
va céc thu thé interleukin (vi duy, thu thé IL-1, thu thé IL-4, v.v.), enzym (vi duy,
glucocerebrosidaza, iduronate-2-sulfataza, o-galactosidaza-A, a-L-iduronidaza,
butyrylcholinesteraza, chitinaza, glutamat decarboxylaza, imigluceraza, lipaza,
uricaza, axetylhydrolaza yéu t6 hoat hoa tidu cau, neutralendopeptidaza,
myeloperoxidaza, v.v.), protein gin két véi interleukin va xytokin (vi du, protein gén
két véi IL-18bp, TNF, v.v.), cac yéu td hoat hoa dai thuc bao, peptit dai thuc bao, yéu
t6 t& bao B, yéu t té bao T, Protein A, chét rc ché di ung, glycoprotein hoai tit té béd,
doc t6 mién dich, ddc t6 lympho bao, yéu t6 hoai tir u, chét trc ché khéi u, yéu t6 ting
truéng chuyén dang, khang trypsin alpha-1, albumin, o-lactalbumin, apolipoprotein-E,
erythropoietin, erythropoietin dugc glycosyl hod, angiopoeitin, hemoglobin, thrombin,
peptit hoat ho4 thu thé thrombin, thrombomodulin, nhan t6 méu VII, VIIa, VIII, IX va
XIII, chit hoat hod plasminogen, peptit gén két fibrin, urokinaza, streptokinaza,
hirudin, Prot_ein C, Protein C phan tng, chit uc ché renin, chit trc ché colagenaza,
superoxit dismutaza, leptin, yéu té ting truong c6 ngudn gbe tir tidu ciu, yéu t6 ting
truéng biéu mo, yéu té ting trudng biéu bi, angiostatin, angiotensin, yéu t§ ting
truéng xuong, protein kich thich xuong, calcitonin, insulin, somatostatin, octreotit
(chét cha van somatostatin), atriopeptin, yéu t§ cam g sun, elcatonin, yéu t§ hoat
hoa mo lién két, chét irc ché thong ndi yéu té mé (TFPI), hormon kich thich bao nang
phat trién (FSH), hormon tao hoang thé (LH), hormon gidi phong hormon tao hoang
thé (LHRH), yéu t ting truéng thin kinh (vi du, yéu t6 ting trudng than kinh, yéu t6
kich than kinh 16ng mao, yéu t6 ngoai sinh-1, peptit twong tu glucagon (GLP-1), peptit
exendin-4, peptit ting bai tiét natri nidu-ndo, yéu té kich than kinh c6 ngudn gbc thin
kinh dém, netrin, yéu t6 wc ché ving két than kinh, neurturin, v.v.), hormon c4n giap,
relaxin, secretin, somatomedin, yéu t6 ting trudng twong ty insulin, hormon vo trén
than, glucagon, cholecystokinin, polypeptit tuy, peptit gidi phong gastrin, tic nhan tiét
corticotropin, hormon kich thich tuyén gidp, autotaxin, lactoferrin, myostatin, cac thu
thé (vi du, TNFR(P75), TNFR(P55), thu thé IL-1, thy thd VEGF, thu thé chét hoat hod
té bao B, V.V.), cac chét dbi khang thu thé (vi du, IL1-Ra, v.v.), khdng nguyén bé mat
té bao (vi du, CD 2, 3, 4, 5, 7, 11a, 11b, 18, 19, 20, 23, 25, 33, 38, 40, 45, 69, v.v.),
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khang thé don dong, khang thé da dong, manh khang thé (vi du, scFv, Fab, Fab'

F(ab")2 va Fd), va khdng nguyén vacxin c6 ngudn gbc virut. Tét hon néu, polypeptit c6
hoat tinh sinh 1y dugc chon trong s hormon sinh trudng & ngudi, interferon-alpha,
interferon-beta, yéu td kich thich khuin lac bach céu hat, erythropoietin, exendin-4,
peptit imidazol axetyl exendin-4 (chit chii v4n exendin-4), calcitonin, octreotit (chat

chud van somatostatin), BNP va Fab'.

Mot bét tién 13, cac thube protein niy khong thé duy tri hoat tinh sinh hoc ciia
minh in vivo trong mdt thdi gian dai vi chiing dé bi bién tinh hodc dé bi proteinaza
phén huy. Tuy nhién, phitc hgp theo sang ché trong dé protein dime va polypeptit
duoc lién hgp qua polyme phi peptit 1am ting ca d6 6n dinh ciu trac va thoi gian ban
thanh thai ctia thuc. Su giam hoat tinh sinh hoc ciia polypeptit vi lién hop véi protein
dime nay 13 rét kh6ng dang ké, so véi sur giam trong phirc hop thong thuong. Do d4,
phttc hop clia polypeptit va mién Fc ctia globulin mién dich theo sang ché dic trung &
chd c6 dd sinh kha dung dugc cai thién dang ké, so véi d0 sinh kha dung cuia tac nhan

1a thudc polypeptit thong thudng.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @& xuit phuong phép tao ra phirc hop
protein trong d6 mién Fc cia Ig duoc lién hop v6i polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y thong
qua polyme phi peptit ¢6 3 nhénh, bao gdm cac bude: (1) tao lién két cdng hoa tri hai
nhanh clia polyme phi peptit 3 nhanh v6i cdc nhém amino & dau tin cing N ddi dién
ctia mién Fc cta Ig dé tao ra thé lién hop (2) tach thé lién hop trong d6 mién Fc cta Ig
dugc lién két cong hod tri & ddu tan cung N ciia n6 v6i polyme phi peptit ra khéi hdn
hop phén tmg & bude (1) va (3) tao lién két cong hoa tri giita polypeptit c6 hoat tinh
sinh 1y v6i nhéanh ty do ctia polyme phi peptit trong thé lién hop dugc tach ra.

Theo mdt phuong 4n dugc wu tién khac, ba nhanh cua polyme phi peptit nay &
budc (1) cb cac nhom chl’I_c aldehyt trong tmg & dau tn cliing ciia né. Tét hon nira néu,
polyme phi peptit nay duoc lién két véi nhém amino & dau tin cung N cua polypeptit
c6 hoat tinh sinh ly & d6 pH 6,0.

Trong budc (1), mién Fc cua Ig dugc cho phan tng véi ty sé mol nim trong
khoang tir 1:2 dén 1:5 so vé6i polyme phi peptit ndy. Trong budc (3), tt hon néu ty s6
mol cia thé lién hop dugc phén 14p & bude (2): polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y nim
trong khoang tir 1: 0,5 dn 1: 0,05.
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Céc phan ng & cic budce (1) va (3) tuy thudc vao ba nhém dau tin cing cua
polyme phi peptit ny. Néu cin, c6 thé thuc hién cac phén ng véi sy c6 mit cia tac
nhan khir. Vi du duge wu tién vé tac nhan khir bao gdm natri xyanobohydrua

(NaCNBH3), natri bohydrua, dimetylamin borat va pyridin borat.

Méi lién két giita mién Fc ciia globulin mién dich va polypeptit c6 hoat tinh
sinh 1y dugc thyc hién khong phai do dung hop dua trén téi tb hop di truyén, ma 1a

thong qua lién két cong hod tri.

Theo mot khia canh nita, sang ché d& xuit dugc phim chira phirc hop protein
theo sang ché va chét mang dugc dung, ma thé hién cai thién vé tinh chéng chiju in-

vivo clia polypeptit c6 hoat tinh sinh ly.

Dugc phim theo sing ché phéi dugc dua vao md hodc co quan quan tim qua
dudng dung thich hgp. C6 thé sir dung dudng ding bat ky dé cép dugc phim theo sang
ché mién 1a phén phéi dugc duge phidm dén mé dich. Vi du, c6 thé tién hanh cép qua
dudng mang bung, trong tinh mach, qua co, duéi da, trong da, qua duong miéng, cép
khu tra, qua dudng mii, trong phdi, va trong truc trang, nhung khong chi giéi han &
cac dudng ding nay. Tét hon, néu sir dung dugc phdm sang ché & dang tiém. Ngoai ra, |
c6 thé cap dugc phdm nhd thiét bi ma qua d6 hoat chit dugc phan phéi dén té bao

huéng dich.

Dugc phim trén co s& phic hop theo sdng ché c6 thé chira thém chét mang
dugc dung. Co thé chon ta dugc dinh, t4 dugc tron, ta duoc r, ta duge, chit hoa tan,
chét phan tan, chét 1am én dinh, chét 1am én dinh huyén phu, chit mau, va’/hoac manh
lam chit mang dugc dung cho dang phan liéu diing qua dudng miéng. Khi duoc phim
theo sang ché nay duoc ché hod thanh dang thubc tiém, c6 thé st dung dung dich dém,
chét bao quan, chét gidm dau, chit hoa tan, chét déng truong, va chét 1am én dinh, &
dang don 1& hozc két hop. Pdi voi ng dung khu trt, c6 thé st dung chét nén, ta dugc,

.té duoc tron, va chét bao quan. Pbi véi méi rng dung trén thye té, c6 thé ché ho4 dugc
pham theo sang ché két hop véi chét mang dugc dung thanh cic dang phan lidu khéc
nhau. Lién quan dén dang phén liéu, vi dy, c6 thé ché hod thanh vién nén, phién thubc
hinh thoi, vién nang, cdn thube ngot, hdn dich, xi rd, banh xép thudc, v.v.. Lién quan
dén ché phim tiém, ché phdm nay c6 thé & dang éng thudc tiém don lidu hosic nhidu

lidu. Céc dang c6 thé ap dung khac bao gém dung dich, hdn dich, vién thubc tron, bot,
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vién nang, va thudc giai phong kéo dai. Vi du vé& chit mang, t4 dugc va ta dugc don
hitu ich ding cho ché phdm nay bao gdm lactoza, d-lactoza, dextroza, sucroza,
sorbitol, manitol, xylitol, erytritol, maltitol, tinh bdt, gdm acacia, alginat, gelatin, canxi
phosphat, canxi silicat, xenluloza, metyl xenluloza, xenluloza vd dinh hinh, polyvinyl
pyrolidon, nuéc, metylhydroxybenzoat, propylhydroxybenzoat, bdt d4 tan, magie
stearat va dau khoang. Ngoai ra, ciing ¢6 lgi néu ding chét don, tic nhan chéng déng

tu, t duogc tron, chat tao huong, chét nhii ho4, va chét bao quan.

Luong c6 hiéu dugc dung cia phirc hgp protein theo sing ché thay ddi tuy
thudc vao dang bénh can dugc didu tri, duong ding va tin sb cép, tudi téc, gi6i tinh va
thé trong ciia bénh nhén, va mirc do nghiém trong ctia bénh, ciing nhu dang polypeptit
c6 hoat tinh sinh ly. Do phttc hgp protein c6 dic tinh tdt vé thoi gian ton tai in vivo va

hi€u giad nén né lam giam liéu lugng ding va tan s6 dung duge pham theo sang ché.

Theo nhu dugc bdc 10 trong cic Patent Han qubc s6 10-0725315 va 10-
0775343, d& xuét phirc hop protein trong 6 mién én dinh cta globulin mién dich va
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y lan lugt dugc lién két voi ddu tan cing déi xtmg ciia
polyme phi peptit. Phitc hgp protein ndy dugc didu ché bang cach cho polyme phi
peptit nay lién két véi polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dé tao ra thé lién hop va sau dé
lién két v6i Fe globulin mién dich. Qu4 trinh didu ché nay c¢6 nhuge didm & chd tén
that mot lugng 16n polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y trong khi didu ché. Nguoc lai, khéc
biét 1a viéc str dung polyme phi peptit 3 nhédnh dé diéu ché phirc hop protein c6 thé 1am
gidm ton-that polypeptit c6 hoat tinh sinh ly. Ngoai ra, c6 thé phén tach phirc hop
protein bing phwong phép tinh ché don gian.

C6 thé dat duge dén hiéu biét t6t hon sang ché sau dy bing cach tham khao
cac Vi du thuc hién sang ché ma dugc dua ra nhim muc dich minh hoa, nhung khéng
phai 12 nhim gii han pham vi sang ché.

Vi du thye hién sing ché
Vi du 1: Diéu ché phitc hop Fc globulin mién dich-PEG 3 nhénh-octreotit (N)

Pé PEG hoa Fc cua globulin mién dich & dau tan cing N, cho 10 mg/ml Fc
globulin mién dich phan tmg véi PEG 5K PropionALD(3) (PEG v6i ba nhom
propionaldehyt, NOF, Japan) vé6i ty s6 mol 1:2 & nhiét do 4°C trong thoi gian 4,5 gio.
Tién hanh phéan tng trong dung dich dém kali phosphat 100 mM, pH 6,0, vé6i su cé
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mat cia 20 mM SCB (NaCNBHs;) 1am tac nhan khir. Tinh ché Fc globulin mién dich
dugc pegyl hoa mot 1an ra khoi hén hop phan tng nay bang cach sir dung SOURCE Q
(XK 16ml, GE Healthcare). Sau d6, cho octreotit phan tng véi thé lién hop Fc
globulin mién dich-PEG 5K theo ty s6 mol 1:2 & nhiét d§ 4°C trong thoi gian 20 gid,
v6i téng ndng dd protein duoc thiét 14p & mirc 25mg/ml. Thyc hién phan tg lién hop
nay trong 100mM kali phosphat, pH 6,0, véi sy c6 mit cua tidc nhdn khir 20mM SCB.
tinh ché hdn hop phan tng lién hop niy qua cot tinh ché SP HP. Sir dung dung dich
dém natri phosphat 10 mM (pH 5,4) 1am dung dich dém gin két, thé lién hop Fc
globulin mién dich-PEG 5K khong thuc hién phan tng lién hop khong gén véi cot SP
HP (XK 16 ml, GE Healthcare), ma dugc tach ra khi nap qua cdt, trong khi d6 globulin
mién dich-PEG-octreotit (HM11760B) duoc lién két nhe v6i cot va sau d6 rira giai

bang gradient mudi 1M NaCl.

Cot: SP HP (XK 16 ml, GE Healthcare)

Vian tdc dong chay: 2,0 ml/phut

Gradient: A 0 — 20% 60 phut B (A: 10mM Na-P pH5,4, B: A+ 1M Na(Cl )
Vi du 2: Piéu ché phic h(fp Fc globulin mién dich-PEG 3 nhanh-calcitonin(N)

Cho Fc globulin mién dich phin tmg & ddu tdn cing N véi PEG 5K
PropionALD(3) theo ciing c4ch thitc nhu & vi du 1, sau d6 chi Fc globulin mién dich
dugc pegyl hoa mot 14n dugce tinh ché va lién hop véi calcitonin. Lién quan dén phan
{ing nay, cho calcitonin cho phan tmg véi thé lién hop Fc globulin mién dich-PEG 5K
v6i ty s6 mol 1:2 & nhiét d6 4°C trong thoi gian 20 gid, v6i tdng ndng d protein duge
thiét 14p & mirc 25mg/ml. B sung 100 mM dung dich dém kali phosphat, pH 6,0, ciing
v6i tac nhan khir 20 mM SCB (NaCNBH;) @ dung 1am moi trudng trong phan tng
lién hop nay. Tinh ché hdn hop phan tng lién hop nay uga cot tinh ché SP HP. Trudc
hét, ding cot SP HP (XK 16ml, GE Healthcare) dé tach loai thé lién hop Fc globulin
mién dich-PEG 5K vin khong lién hop véi calcitonin. Sir dung dung dich dém natri
phosphat 10 mM (pH 5,4) 1am dung dich dém gén két, thé lién hop Fc globulin mién
dich-PEG 5K khéng thurc hién phan tmg lién hop khong gin véi cot SP HP (XK 16 ml,
GE Healthcare), nhung dugc tich ra khi nap qua cot nay, trong khi d6 globulin mién
dich-PEG-calcitonin dugc lién két nhe vai cot ndy va sau do rira giai béng gradient
mudi 1M NaCl.
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Cot: SP HP (XK16ml, GE Healthcare)
Vian tbc dong chay: 2,0 ml/phut
Gradient: A 0 — 20% 60 phit B (A: 10mM Na-P pH5,4, B: A + 1M NaCl )

Vi du 3: So sénh hi¢u sut san xut va tinh don gian cia qué trinh tinh ché giita phirc

hop PEG 3 nhénh (vi du 1 va 2) va phitc hop PEG 2 nhanh

So sénh hi¢u sudt sin xuit ctia phirc hgp PEG 3 nhanh va phtcc hgp PEG 2
nhanh bang cach sir dung phirc hop Fe globulin mién dich-PEG 3 nhanh-Octreotit (N)
va phirc hgp Fe globulin mién dich-PEG 3 nhanh-Calcitonin(N) dugc diéu ché 13n lugt
6vidulva2(bang1).

Diéu ché phirc hgp PEG hai nhanh nhu 13 cht di chimg bing cach gin két
Octreotit hodc Calcitonin nhu 14 polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y véi Fc globulin mién
dich thong qua PEG 2 nhanh (PEG véi hai nhém propionaldehyt, IDB, South Korea)
nhu 1a méi lien két. Cu thé 13, lién hop PEG c6 hai nhanh véi octreotit hoic
calcitoninand sau d6 véi mién Fc ctia globulin mién dich thong qua lién két cong hoa

tri (KR10-0725315).
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Béang 10

Thanh phén hoat tinh dugc (API) dang PEG Hiéu sut san xuét (trén co s& API)
Octreotit 2nhanh 9%

3 nhanh 33%

Calcitonin 2 nhanh 18%
3 nhanh 30%

Phan tich cac quy trinh tinh ché phirc hop tir hn hop phan tmg lién hp v& tinh

don gian va kich c& cot so clp va tdng két cac két qua trong Bang 2, sau day.

Bang 2
API Dang PEG  Qué trinh tinh ché Kich c& cot so cip
Octreotit 2 nhanh Nguén Q -> Ngudn ISO 5
3 nhanh SP HP 1
Calcitonin ~ 2nhanh - Ngudn Q -> Ngudn ISO 4
3 nhanh SP HP 1

Khi str dung phirc hgp PEG 2 nhénh, toan bd Fc globulin mién dich van khéng
lién hop duge gin véi cot gitp tach riéng Fc nay véi Fc globulin mién dich-PEG 2
nhanh-Octreotit hoic Fc globulin mién dich-PEG 2 nhénh-Calcitonin. Nguoc lai, khi
sir dung phirc hop PEG 3 nhénh, viéc tach giita thé lién hop Fc globulin mién dich-
PEG 5K van khong lién hop v6i polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy va Fc globulin mién
dich-PEG 3 nhéanh-octreotit hodc Fc globulin mién dich-PEG 3 nhénh-calcitonin duge
thuc hién sao cho thé lién hgp Fc globulin mién dich-PEG 5K dugc loai ra khi nap qua
cot nay trong khi d6 Fc globulin mién dich-PEG 3 nhanh-octreotit hoic Fc globulin
mién dich-PEG 3 nhanh-calcitonin van gin véi cot nay. Do do, khong chi giam qua

trinh tinh ché tir hai budc con mot buée, ma con lam giam kich ¢ cdt con 1/5 14n.
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Vi du 4: Diéu ché phirc hop Fe globulin min dich-PEG 3 nhanh-FSH(N)

Cho Fc globulin mién dich phan tnmg & diu tin cing N véi PEG 5K
PropionALD(3) theo cling céch thirc nhu & vi du 1, sau chi Fc globulin mién dich dugc
pegyl hoa mdt 14n dugc tinh ché va duge cho lién hop véi FSH. Lién quan dén phan
ing nay, FSH dugc cho phan tng véi thé lién hop Fc globulin mién dich-PEG 5K véi
ty s6 mol 1:15 & nhiét d6 4°C trong thoi gian 20 gid, véi tbng ndng do protein dugc
thiét 18p & mitrc 40 mg/ml. Pé ding 1am méi trudng trong phan tmg lién hqprna‘ly, bd
sung 100 mM dung dich dém kali phosphat, pH 6,0, vGi tac nhan khir 20 mM SCB.
Tinh ché hdn hop phan tng lién hop qua hai cot tinh ché. Trudce hét, ding cot Blue HP
(Hitrap 5ml, GE Healthcare) dé tach loai thé lién hop Fc globulin mién dich—PEG 5K
van khong lién hop véi FSH. Sau d6, da polyme trong d6 hai hodc nhiéu thé lién hop
Fc globulin mién dich-PEG 5K dugc lién hop véi FSH dugc loai ra qua Resource Iso
(1 ml, GE Healthcare) dya trén tinh ky nuéc. |

Cot: Blue HP (Hitrap 5ml, GE Healthcare)

Vén téc dong chay: 3,0 ml/phut

Gradient: A O — 100% 20 phut B

A: 50mM Gly-NaOH + 0,2M KCl

B: 50mM Gly-NaOH + 2,5M KCl

Cot: Ngudn ISO (1ml, GE Healthcare)

A 0 — 100% 90min B (A: 20mM Tris pH 7,5, B: A + 1,3M A.‘S )
Vi du 5: Diéu ché phirc hop Fc globulin mién dich-PEG 3 nhanh-insulin(N)

Pé PEG ho4 Fc globulin mién dich & du tan cung N, cho 10 mg/ml Fc globulin
mién dich ‘phén tmg véi 5K PEG PropionALD(3) PEG (PEG v6i ba nhém
propionaldehyt, NOF, Japan) véi ty s6 mol 1:2 & nhiét 4o 4°C trong thoi gian 4,5 gio.
Thuc hién phén ing nay trong 100 mM dung dich dém kali phosphat, pH 6,0, véi su
c6 mit ciia 20 mM SCB (NaCNBHj;) 1am tac nhan khir. Bang cach sir dung SOURCE
Q (LRC25 85 ml, GE Healthcare), tinh ché Fc globulin mién dich dugc pegyl hod mdt
1an ra khoi hdn hop phan tmg nay. Sau d6, cho insulin phan tng véi thé lién hop Fe
globulin mién dich-PEG 5K véi ty s6 mol 1:4 & nhiét d6 4°C trong thoi gian 19,5 gio.
Pé ding 1am méi trudng cho phan ting lién hop nay, bd sung 100 mM dung dich dém
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kali phosphat, pH 6,0, v6i tac nhan khir 20 mM SCB. Tinh ché hén hop phéan tmg lién
hop nay qua hai ¢t tinh ché. Truge hét, diung c6t SOURCE Q (LRC25 85 ml, GE
Healthcare) dé tach loai thé lién hop Fc globulin mién dich-PEG 5K van khong lién
hop véi insulin. Dung gradient mudi 1 M NaCl trong 20 mM Tris (pH7,5) cho phép
thé lién hop Fc globulin mién dich-PEG 5K dugc rira giai ra trude tién do luc gén két
tuong d6i yéu, ngay sau d6 1a giai hp Fc globulin mién dich-PEG-insulin. Qua qué
trinh tinh ché so b nay, tach ra dugc thé lién hop Fc globulin mién dich-PEG 5K ,
nhung khong tach riéng duge hoan toan da polyme Fc-PEG 5K va insulin. Do d6, tién
hanh bude tinh ché thi hai tiép theo dya trén s khac biét phan tir lugng gifra phuc
hop va da polyme bang cach st dung cot Sephacryl S-300 (GE Healthcare). Pdng thoi,
ché hoa phtrc hop Fc.globulin mién dich-PEG-Insulin. Pa polyme cta Fc globulin
mién dich-PEG 5K va insulin c6 phén tir luong dugc rira giai trude tién, sau d6 1a phuc

hop Fc globulin mién dich-PEG-insulin.

Cot: Ngudn Q (LRC25 85ml, GE Healthcare)

Vén tc dong chay: 8,0ml/phut

Gradient: A 0 — 25% 100min B (A: 20mM Tris pH7,5, B: A + 1M NaCl)

Cot: Sephacryl S-300 (HiPrep 120ml, GE Healthcare)

Vién t¢c dong chay: 0,6ml/phut 4
Vi du 6: So sanh hiéu sut san xuét gitta phirc hgp PEG 3 nhénh (vi du 4 va 5) va phtc
hop PEG 2 nhanh |

Tién hanh so sanh hi¢u sut san xut phtrc hop PEG 3 nhénh va phirc hgp PEG
2 nhanh bang céch st dung phuc hop Fe globulin mién dich-PEG 3 nhanh-FSH(N) va
phttc hop Fc globulin mién dich-PEG 3 nhanh-insulin(N) 14n lugt dugc didu ché tir vi
du 4 va 5, (bang 3). |

Khi sir dung quy trinh diéu ché théng thuong ding PEG 2 nhénh, dime
polypeptit ¢ hoat tinh sinh ly, ching han nhu FSH (phan ti lugng vao khoang
40.000Da) va insulin (phan tir lugng 5,807), chiém giit ca hai d4u tin ciing polyme phi
peptit sao cho polyme khéng thé tao thanh lién két cong hoa tri véi mién Fc cia
globulin mién dich tén tai in vivo. Hién tuong niy 12 d& thdy hon véi dime polypeptit

¢6 hoat tinh sinh ly cé phén tir lugng nhd nhu insulin.
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Theo d6, t&t hon néu diéu ché phtrc hop protein ton tai véi dime polypeptit cé
hoat tinh sinh 1y bang céch sir dung PEG 3 nhénh

Su khac nhau v& hiéu sut san xuét ciia FSH va Insulin theo quy trinh diéu ché

stt dung PEG 2 nhanh va PEG 3 nh4nh dugc tdng két trong Bang 3, sau day.

Bang 3

Thanh phén hoat tinh dugc (API) dang PEG  Hiéu suét san xuét (trén co s& API)
FSH PEG 2 nhénh 10%

PEG 3 nhénh 32%
Insulin PEG 2 nhénh 3%

PEG 3 nhanh 27%

Vi du 7: Diéu ché phirc hop Fe globulin mién dich-PEG-FacVIIa(N)

P& PEG hoa Fc globulin mién dich & diu tan cung N, cho 6 mg/ml Fc globulin
mién dich phan tung v6i PEG 5K PropionALD(3) (PEG c6 ba nhém propionaldehyt,
NOF, Japan) véi ty sé mol 1:2 & nhiét d6 4°C trong thoi gian 4,5 gi¢. Thuc hién phan
g nay trong 100 mM dung dich d&&m kali phosphat, pH 6,0, v&i su ¢6 mit cia 20
mM SCB (NaCNBH;;) lam tdc nhan khir. Nho st dung SOURCE Q (LRC25 85 ml,
GE Healthcare), tinh ché dugc Fe globulin mién dich dugc pegyl hoa mot 14n tir hén
hop phan tng nay. Sau d6, cho FVIIa phan tmg véi thé lién hop Fc globulin mién
dich-PEG 5K v6i ty s6 mol 1:9 & nhiét d6 4°C trong thoi gian 18 gid, véi tdng ndng do
protein dugc thiét 14p & muc 20 mg/ml. Pé ding 1am méi trudng cho phan tng lién
hop nay, bd sung 100 mM dung dich dém kali phosphat, pH 6,0, ciing véi tdc nhan
khir ndy 20 mM SCB. Tinh ché hén hop phan g lién hop nay qua hai c6t tinh ché.
Trude hét, ding c6t SOURCE Q (LRC25 85 ml, GE Healthcare) dé tach loai thé lién
hop Fc globulin mién dich-PEG 5K vin khéng lién hop véi FVIIa. Ding gradient
muéi 1 M NaCl trong 20 mM Tris (pH7,5) cho phép thé lién hop Fe globulin mién
dich-PEG 5K duogc rira giai ra truée tién do luc lién két twong dbi yéu, ngay sau d6 1a
su gidi hép Fc globulin mién dich-PEG 3 nhanh-FVIla. Sau d6, thuc hién budce tinh
ché thir hai tiép theo dé tach riéng Fe globulin mién dich-PEG 3 nhanh-FVIIa ra khoi
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c4c tap chit multime FVIla bang cach sir dung c6t RESOURCE ISO (GE Healthcare).
Fc globulin mién dich-PEG 3 nh4nh-FVIIa dugc rira giai trude tién, sau d6 1a cac tap
chit multime FVIIa.

Cot: Ngudn Q (LRC25 85ml, GE Healthcare)
Vin toc dong chay: 4 ml/phut

Gradient: A 0 — 7% 1 phut B, 7% 37% 80 min B (A: 20 mM Tris pH7,5,B: A
+ 1M NaCl)

Cot: RESOURCE ISO (Pre-packed 1ml, GE Healthcare)
Vian tdc dong chay: 2 ml/phut

Gradient: B 100 0% 60 phit A (A: 20 mM Tris pH7,5, B: A + 1,6 M
(NH),S0,)
Béng 4

Thanh phan hoat tinh dugc (API)Dang PEG  Hiéu suét san xuit (trén co s API)
FacVIla PEG 2 nhanhKhéng dugc diéu ché

PEG 3 nhanh Khoang tré 3%

Vi du 8: Thir nghi¢ém in-vivo clia phtc hgp Fc globulin mién dich-PEG 3 nhanh-
Octreotit(N) '

Thir nghiém dénh gid tic dung cta Fc globulin mién dich-PEG 3 nhénh-
Octreotit (N) dén thé trong va lugng IGF-1 & chudt cdng SD dugc cép dudi da chat
nay. Octreotit 13 chét c6 tac dung trc ché hormon sinh trudng, va chu yéu dugc ding dé
didu tri bénh to cuc. Thude nay c6 thé mua trén thi truong tir Novatis ¢ hai dang:
Sandostatin, phién bén tdc dung ngén; va Sandostatin-LAR, phién ban tac dung trong
thoi gian dai. Pén nay, cho rang bénh to cuc 1a hdi chimg do su ting san xut hormon
sinh truéng & nguoi (hGH). Trong céc thir nghiém in-vivo clia octreotit, chuét cong
khi dugc tiém dudi da chat nay dugc theo doi vé thé trong va lugng IGF-1 d& kiém tra
tdc dung clia chit nay dén su e ché tiét GH. Tuong tu, Fc globulin mién dich-PEG 3
nhénh-Octreotit (N) dugc thir nghiém in vivo vé céc thay ddi thé trong va lugng IGF-1
& chudt cong. Cép don liéu Fe globulin mién dich-PEG 3 nhénh-Octreotit(N) 1a 0.5,
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1,0, va 2,0 mg/kg con Sandostatin-LAR nhu 13 mau déi chimg duge cip don lidu 1,0
va 2,0 mg/kg, sau d6 theo ddi cac chudt cdng nay vé thé trong va lugng IGF-1 trong

thoi gian hai tudn. C hai chét ligu thi nghiém dwgc cép duéi da.

So v6i nhém duge cip ta duge, nhan thiy 14 cic nhém Sandostatin-LAR gay
giam thé trong vao khoang 3,7% khi dugc ding véi lidu luong 1,0mg/kg va khoang
8,9% khi dugc ding véi lidu luong 2,0 mg/kg. Mic khic, cdc nhom Fc globulin mién
dich-PEG 3 nhanh-Octreotit(N) 1am gidm thé trong vao khoang 44,3% khi cép
0,5mg/kg, vao khoang 40,1% khi cap 1,0 mg/kg va vao khoang 55,1% khi cip 2,0
mg/kg.

Phan tich dinh lugng thay d6i IGF-1 & chudt cdng sir dung bd kit ELISA x4c
dinh IGF-1 & chudt céng. So v&i nhém dung ta dugc, lugng IGF-1 trong mau phét hién
dugc giam khoang 15% vé6i Sandostatin 1,0 mg/kg va giam khoiang 11% véi
Sandostatin 2,0 mg/kg dya trén AUC cia luong IGF-1 trong mau. Trong khi d6, cac
nhém Fc globulin mién dich-PEG 3 nhanh-Octreotit(N) lam giam lugng IGF-1 trong
méu vao khoang 23% véi liéu luong 0,5 mg/kg, gidm khoang 18% véi lidu lwong 1,0

mg/kg, va gidm khoang 25% véi lidu luong 2,0 mg/kg [FIG. 2].

Céc sb ligu thir nghiém in-vivo cho thdy ring Fc globulin mién dich-PEG 3
nhénh-Octreotit(N) c6 hoat tinh cdng hiéu hon Sandostatin-LAR, 14 ché phim c6 tac

dung kéo dai octreotit.

Vi du 9: Thir nghiém in-vivo cia phirc hop Fc globulin mién dich-PEG 3 nhénh-
FSH(N)

Thyc hién thir nghiém in-vivo vé Fc globulin mién dich-PEG 3 nhanh-F SH(N)
theo phuong phéap Steelman-Pohley (Endocrinology 53, 504-616). St dung cac con
“chuot cdng cai chwa truéng thanh SD (21 ngiy tubi) cho thir nghiém in vivo Fc
globulin mién dich-PEG 3 nhanh-FSH(N). C4p Fc globulin mién dich-PEG 3 nhénh-
FSH(N) theo cac don lidu 0,018, 0,075, va 0,3 pg/chudt cbng con Follitrope, dang
nguyén thé c6 sin trén thi trudng cia FSH, dugc dung 1am miu dbic ching & lidu
lugng 4, 2 va 1 TU/chudt cdng mot 1an mdi ngdy trong ba ngay. T4 dugc va cac chit
liéu thi nghiém dugc cdp phdi hop v6i hCG (gonadotropin mang dém ngudi) & lidu
13,3 U/chudt cong. Mdi chét liéu thi nghiém dugc clp dudi da véi mot lugng 0,25

ml/kg. 72 gi& sau sau 1an cAp ddu tién cac chit licu thi nghiém, cac con chudt nay duoc
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xir Iy 1am chét nhe nhang va dugc cit budng trimg. Can ning budng trimg dugc cit ra

theo cach do.

Nhu duge thé hién trén Fig. 3, Fc globulin mién dich-PEG 3 nhanh-FSH(N) cho
hoat tinh in vivo theo cach thirc phu thudc liéu luong, véi tic dung tuong tu nhu Fe
globulin mién dich-PEG 2 nhanh-FSH(N).
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YEU CAU BAO HO
1. Phure hop protein chira polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y, mién Fc cta globulin mién
dich va polyme phi peptit c6 ba diu mut chirc nédng, trong d6 hai dau chirc cia polyme
phi peptit dugc lién két cong ho4 tri v6i hai nhém amino diu tan cing N ciia mién Fc
ctia globulin mién dich va dau mﬁi chtc ning thtt ba dugc lién két cong hoa tri véi

polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly.

2. Phuc hop protein theo diém 1, trong d6 mién Fc cia globulin mién dich nay 1a

khoéng duge glycosyl hoa.

3. Phirc hgp protein theo diém 1, trong d6 mién Fc cia globulin mién dich nay bao

gbm mot dén bén mién khac nhau dugc chon trong sb Cyl, Cy2, Cy3 va Cd.

4. Phirc hop protein theo diém 3, trong d6 mién Fc cta globulin mién dich nay con
chira viing bén 18. |

5. Phurc hop protein theo diém 1, trong d6 mién Fc cta globulin mién dich nay dugc
chon tlr nhém bao gdm mién Fc cua IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, dang két hop va thé lai

cua ching.

6. Phuc hop protein theo diém 5, trong d6 mién Fc cta globulin mién dich nay dugc
chon tir nhém bao gdm mién Fe clia IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, dang két hop va thé lai

cua chung.

7. Phirc hop protein theo diém 5, trong d6 mién Fc cua globulin mién dich nay & dang
dime hogc multime 1a t6 hop Fc globulin mién dich, m3i dang chira globulin mi&n dich
dugc glycosyl hoa bao gém cac mién c6 cling ngudn gbc.

8. Phirc hop protein theo diéml 5, trong d6 mién Fc cua globulin mién dich ndy 13 mién
Fc cua IgG4.

9. Phuc hop protein theo diém 8, trong d6 mién Fc cua globulin mién dich nay 13 mién
Fc cta IgG4 khong duge glycosyl hoa cia ngudi.

10. Phirc hop protein theo diém 1, trong d6 polyme phi peptit duge chon tir nhdm bao
gbm polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme cua etylen glycol va propylen
glycol, polyol dugc polyoxyetyl hod, rugu polyvinyl, polysacarit, dextran, polyvinyl
etyl ete, polyme phan huy sinh hoc ching han nhu axit polylactic (PLA) va axit
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polylactic-glycolic (PLGA), polyme phin huy sinh hoc, lipopolyme, chitin, axit

hyaluronic va két hop ciia chung.

11. Phirc hop protein theo diém 10, trong d6 polyme phi peptit ndy 13 polyetylen
glycol.

12. Phirc hop protein theo diém 1, trong d6 polyme phi peptit nady c6 nhém chirc dau
tdn cung dugc chon trong s§ cac nhom aldehyt, nhom propionaldehyt, nhém butyl

aldehyt, nhém maleimit va cic din xuat suxinimit.

13. Phitc hop protein theo diém 12, trong d6 polyme phi peptit nay c¢6 ba nhém chirc

aldehyt & dAu tan cing ciia minh.

14. Phirc hop protein theo diém 1, trong d6 ba diu chirc cia polyme phi peptit nay gin
két v&i nhém chire du tan cung N ciia mién Fc clia globulin mién dich va polypeptit
c6 hoat tinh sinh 1y, cdc nhém chtrc dau tin cung N néu trén duge chon tir nhém bao

gdm cac gde lysin, histidin, xystein va két hop cia chung.

15. Phirc hop protein theo diém 1, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dugc chon
tir nhém bao gdm cac hormon, xytokin, interleukin, protein gin két véi interleukin,
enzym, khang thé, yéu t6 sinh truéng, yéu t6 phién ma, nhan t6 mau, vacxin, protein
cdu tric, protein phéi tir, thy thé, khang nguyén bé mit t& bao, chit dbi khang thu thé,

va céc din xuat hodc cac chit twong tir ctia ching.

16. Phurc hop protein theo diém 15, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly dugc chon
tir nhém bao gdm c4c hormon sinh truéng & nguoi, hormon giéi phéng hormon sinh
trudng, peptit gidi phong hormon sinh trudng, interferon va thu thé interferon, yéu t6
kich thich khuén lac, peptit gidng glucagon, peptit exendin-4, ANP, BNP, CNP, DNP,
thy thé hoat déng gén véi protein G, interleukin va thy thé interleukin, enzym, protein
gin két véi interleukin, protein gén két véi xytokin, yéu t6 hoat hoa dai thuc bao,
peptit dai thuc bao, yéu t6 té bao B, yéu t6 té bao T, Protein A, chét tc ché di ung,
glycoprotein hoai tir t& bao, ddc td mién dich, doc tb lYmpho bao, yéu t6 hoai tir u, chit
tic ché khéi u, yéu & ting trudng chuyén dang, khang trypsin alpha-1, albumin, a-
lactalbumin, apolipoprotein-E, erythropoietin, erythropoietin dugc glycosyl hoa & mirc
cao, angiopoeitin, hemoglobin, thrombin, peptit hoat ho4 thu thé thrombin,
thrombomodulin, nhan t6 mau VII, VIIa, VIII, IX va XIIL, chit hoat hod plasminogen,
peptit gén két fibrin, urokinaza, streptokinaza, hirudin, Protein C, protein C phén Gng,
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chét rc ché renin, chit tc ché colagenaza, superoxit dismutaza, leptin, yéu t6 ting
trudng c6 ngudn gbc tir tidu cau, yéu tb ting truéng biéu mo, yéu t6 ting truong bidu
bi, angiostatin, angiotensin, yéu t§ ting truéng xwong, protein kich thich xuong,
calcitonin, insulin, somatostatin, octreotit 1a chit chu van somatostatin, atriopeptin,
yéu td cam g sun, elcatonin, yéu t6 hoat hod md lién két, chat trc ché thong néi yéu
t6 mo (tissue factor pathway inhibitor: TFPI), hormon kich thich bao nang phét trién
(follicle stimulating hormone: FSH), hormon tao hoang thé (luteinizing hormone: LH),
hormon gidi phéng hormon tao hoang thé (luteinizing hormone releasing hormone:
LHRH), yéu t6 ting truéng thdn kinh, hormon cin gidp, relaxin, secretin,
somatomedin, yéu td ting truéng tuong tr insulin, hormon vé trén thén, glucagon,
- cholecystokinin, polypeptit tuy, peptit gidi phong gastrin, tic nhan tiét corticotropin,
hormon kich thich tuyén giap, autotaxin, lactoferrin, myostatin, thu thé, chit déi khéng
thu thé, khang nguyén bé mit té bao, khang nguyén vacxin cé ngudn gdc virut, khing

thé don dong, khang thé da dong, manh khéang thé.

17. Phitc hop protein theo diém 16, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y chon tir
nhém bao gém hormon sinh trudng & ngudi, interferon-alpha, interferon-beta, yéu t6
kich thich khuén lac bach cu hat, erythropoietin, exendin-4, peptit imidazol axetyl
exendin-4 13 chét chi van exendin-4, calcitonin, octreotit 13 chit chu véan somatostatin,

BNP va manh Fab'.

18. Phuong phép diéu ché phic hop protein bao gbm polypeptit c6 hoat tinh sinh ly,
mién Fc cia globulin mién dich va polyme phi peptit ¢6 ba dau c¢6 chire, ¢6 su lién két
giita ca polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y va mién Fc cta globulin mién dich véi polyme
phi peptit thong qua céc lién két cong hod tri twong tmg, bao gdm céc budc:

(1) tao lién két cong hoa tri giita hai diu chuc cta polyme phi peptit véi céc
nhém amino d6i xtimg & dAu tin cing N cia mién Fc cua globulin mién dich dé tao ra
thé lién hop;

(2) tach ra khéi hén hop phan tmg & bude (1) thé lién hop ma trong d6 mién Fc
cua globulin mién dich dugc lién két cong hod tri & d4u tdn cung N cta nd véi polyme
phi peptit; va

(3) tao lién két cong hoa tri giita polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y véi mét dau
chtre tu do ciia polyme phi peptit ctia thé lién hop dugc tach ra.
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19. Phuong phép theo diém 18, trong d6 polyme phi peptit niy c6 ba nhém chic
aldehyt & dAu tan cling trong g cta chung.

20. Phuong phap theo diém 18, trong d6 trong budc (1), mién Fc cua globulin mién
dich dugc cho phan tmg véi polyme phi peptit v6i ty sé mol ndm trong khoang tir 1:2
dén 1:5. |

21. Phuong phap theo diém 18, trong d6 trong bude (3) thé lién hop dugc cho phan
ng v6i polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y véi ty sé mol nim trong khoang tir 1:0,5 dén
1:0,05.

22. Phuong phap theo diém 18, trong d6 & ca hai budc (1) va (3), céc phén tmg dugc
thuc hién véi su ¢6 mit cia tdc nhan khir.

23. Phuong phép theo diém 22, trong d6 tic nhan khir ndy duge chon tir nhém bao
gbm natri xyanobohydrua (NaCNBHs3), natri bohydrua, dimetylamin borat va pyridin
borat.

24. Dugc phim, chtra phirc hop protein theo diém 1 va tuy y t4 dugc dugce dung.

25. Phirc hgp protein duge didu ché bang phuong phép theo diém 18.
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