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Linh vuwe k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén thé lién hop cua protein ¢6 hoat tinh gn gidng L-asparagin
aminohydrolaza va polyetylen glycol, dédc biét 1a trong do6 polyetylen glycol co6 trong
lwong phan tir nhé hon hodc bing khoang 5000Da, dic biét 14 thé lién hop trong d6

protein 1a L-asparaginaza ctua Erwinia.
Tinh trang k§ thuét ciia sing ché

Protein c¢6 hoat tinh L-asparagin aminohydrolaza, thuong duge goi la L-
asparaginaza, da duoc sir dung thanh cong dé diéu tri bénh bach cau cép dong nguyén
bao lympho (ALL) & tré em trong nhiéu nam qua. ALL 12 mdt bénh ung thu 4c tinh &
tré em thudng gip nhat (Avramis va Panosyan, Clin. Pharmacokinet. (2005) 44:367-
393).

L-asparaginaza ciing dugc sit dung dé diéu tri bénh Hodgkin, bénh bach cau cap
dong tiy, bénh bach ciu cép té bao don nhan dong tiy, bénh bach ciu cdp té bao
lympho, sacoma lympho, sacom té bao ludi, va sacom melanin (Kotzia va Labrou, J.
Biotechnol. 127 (2007) 657-669). Hoat tinh khang khéi u ctia L-asparaginaza dugc cho
1a do mot sd t& bao ung thu 4c tinh khong ¢6 kha nang tong hop L-asparagin hodc kha
nang nay bi giam (Kotzia va Labrou, J. Biotechnol. 127 (2007) 657-669). Do do, cac té
bao ung thu 4c tinh nay s& phu thudc vao ngudn cung cdp L-asparagin ngoai bao. Tuy
nhién, enzym L-asparaginaza s& xdc tac qud trinh thuy phin L-asparagin thanh axit
aspartic va amoniic, nho d6 loai bo ngudn L-asparagin trong hé tudn hoan va giét té
bao khdi u khong thé thuc hién qué trinh tdng hop protein khi khong c6 L-asparagin
(Kotzia va Labrou, J. Biotechnol. 127 (2007) 657-669).

L-asparaginaza cua E. coli 1a dugc chét enzym dau tién dwgc sir dung trong tri
lidu ALL va di duogc dua ra thi truong véi nhan hi€u Elspar® & M§ hodc Kidrolase®
va L-asparaginase Medac® & chiu Au. L-asparaginaza ciing da dugc phan lap tir céc
vi sinh vat khéc, vi duy, protein L-asparaginaza tor Erwinia chrysanthemi, dugc goi la

crisantaspaza, dugc dua ra thi truong véi nhdn hiéu Erwinase® (Wriston Jr., J.C.
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(1985) “L-asparaginase” Meth. Enzymol. 113, 608-618; Goward, C.R. et al. (1992)
“Rapid large scale preparation of recombinant Erwinia chrysanthemi 1.-asparaginase”,
Bioseparation 2, 335-341). L-asparaginaza cua cic loai Erwinia khac cling dd duogc
xéc dinh, bao gdm, vi du nhw, Erwinia chrysanthemi 3937 (S6 ding ky trong Genbank
#AAS67028), Erwinia chrysanthemi NCPPB 1125 (S6 ding ky trong Genbank
#CAA31239), Erwinia carotovora (S6 ding ky trong Genbank #AAP92666), va
Erwinia carotovora subsp. Astroseptica (S6 dang ky trong Genbank #AAS67027). Cac
L-asparaginaza cta Erwinia chrysanthemi ¢ muc d6 twong dong vé trinh tu axit amin
1a khoang tir 91 dén 98%, trong khi d6 L-asparaginaza clia Erwinia carotovora c6 do
twong ddng vé trinh tu axit amin nim trong khoang tr khoang 75 dén 77% voi L-
asparaginaza cOa Erwinia chrysanthemi (Kotzia va Labrou, J. Biotechnol. 127 (2007)

657-669).

L-asparaginaza c6 ngudn goc vi khuén c6 tiém ning sinh mién dich va hoat tinh
khang nguyén cao va thuong tao ra phan Ung bat loi tir phan ung di tng nhe dén sdc
phan vé & nhitng bénh nhén bj qua min (Wang, B. et al. (2003) “Evaluation of
immunologic cross reaction of anti-asparaginase antibodies in acute lymphoblastic
leukemia (ALL and lymphoma patients), Leukemia 17, 1583-1588). L-asparaginaza
ciia E. coli ¢6 kha nang sinh mién dich dic biét, véi hiéu gid khang thé khang
asparaginaza dbi véi L-asparaginaza E. coli sau khi stt dung qua duong tiém tinh mach
(i.v.) hodc tiém bap (i.m.) dat téi 78% & ngudi 16n va 70% & tré em (Wang, B. et al.
(2003) Leukemia 17, 1583-1588).

L-asparaginaza cta Escherichia coli va Erwinia chrysanthemi khac nhau vé dic
tinh dugc dong hoc va co6 déc tinh sinh mién dich khac nhau (Klug Albertsen, B. ef al.
(2001) “Comparison of intramuscular therapy with Erwinia asparaginase and
asparaginase Medac: pharmacokinetics. pharmacodynamics, formation of antibodies
and influence on the coagulation system” Brit. J. Haematol. 115, 983-990). Hon nita,
da chimg minh duoc rang khang thé duoc tao ra sau khi didu tri bing L-asparaginaza
cua E. coli khong phan Gng chéo voi L-asparaginaza cta Erwinia (Wang, B. et al.,
Leukemia 17 (2003) 1583-1588). Do d6, L-asparaginaza cua Erwinia (crisantaspaza)
da dugc st dung trong diéu tri ALL ting cuong & bénh nhén dép Gng véi L-
asparaginaza cua E. coli (Duval, M. et al. (2002) “Comparison of Escherichia coli-

asparaginase with Erwinia-asparaginase in the treatment of childhood lymphoid

-3-



22665

malignancies: results of a randomized European Organisation for Research and
Treatment of Cancer, Children’s Leukemia Group phase 3 trial” Blood 15, 2734-2739;
Avramis va Panosyan, Clin. Pharmacokinet. (2005) 44:367-393).

Trong mat nd luc khac nhim giam muc do sinh mién dich di kém véi viée st
dung L-asparaginaza ctia vi khun, L-asparaginaza cua E. coli dugc bién ddi bing
methoxy-polyetylenglycol (mPEG). Phuong phép nay thuong dugce goi 1a “PEG hod”
va dd dugc ching minh 13 c6 thé bién d6i hoat tinh mién dich cta protein
(Abuchowski, A. et al. (1977) “Alteration of Immunological Properties of Bovine
Serum Albumin by Covalent Attachment of Polyethylene Glycol,” J Biol. Chem. 252
(11), 3578-3581). Chat dugc goi la mPEG-L-asparaginaza, hodc pegaspargaza, da
duoc dua ra thi truong véi nhan hiéu Oncaspar® (Enzon Inc., USA), dugc phé duyét
tai thi truong M§ dé didu tri ting cudng bénh ALL vao ndm 1994, va da dugc phé
duyét dé didu tri budc diu ALL & tré em va ngudi 16n tir ndm 2006. Oncaspar® c6
thoi gian ban hiy in vivo kéo dai va hoat tinh sinh mién dich/hoat tinh khang nguyén
giam.

Oncaspar® 13 L-asparaginaza ctia E. coli da dugc bién dbi nhidu gbe lysin sir
dung mPEG-sucxinimidyl sucxinat 5kDa (SS-PEG) (U.S. Patent No. 4,179,337). SS-
PEG 13 mot hoat chit PEG thé hé tht nhit chia lién két este khong on dinh nhay cam
v6i qua trinh thiy phan boi enzym hodc & do pH hoi kiém (U.S. Patent No. 4,670,417,
Makromol. Chem. 1986, 187, 1131-1144). Cac hoat tinh nay lam gidm ca do 6n dinh in

vitro va in vivo va ¢6 thé anh hudéng dén do an toan ctia dugc chat.

Hon nita, d& ching minh duoc ring cac khing thé duogc tao ra khang lai L-
asparaginaza cta E. coli s& phan tmg chéo v6i Oncaspar® (Wang, B. et al. (2003)
“Evaluation of immunologic cross-reaction of anti-asparaginase antibodies in acute
lymphoblastic leukemia (ALL and lymphoma patients),” Leukemia 17, 1583-1588).
Mic du cac khang thé nay khong co hoat tinh trung hoa, nhung nhitng phat hién nay
da chirng minh mot cach rd rang kha ning tang tinh mAn cam chéo hodc qua trinh bat
hoat chéo in vivo ctia ching. That vy, theo mot bdo cdo, c6 tir 30 dén 41% tré em
duge didu tri bang pegaspargaza c6 dap ung di tng (Wang, B. et al. (2003) Leukemia
17, 1583-1588).
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Ngoai dap tng di tng nhanh, vin dé vé “tang nhay cam tiém 4n” méi ddy ciing
da dugc bao céo, trong d6 bénh nhan tao ra khang thé khang asparaginaza ma khong
c¢6 biéu hién 14m sang nao lién quan dén dap Ung ting nhay cam (Wang, B. et al.
(2003) Leukemia 17, 1583-1588). Péap tmg nay co thé 13 do su hinh thanh khang thé
trung hoa khang L-asparaginaza ctia E. coli va pegaspargaza; tuy nhién, nhiing bénh
nhan nay s& khong duoc chuyén sang str dung L-asparaginaza ciia Erwinia vi khong c6
cac du hiéu biéu hién cta tang nhay cam, va do d6 ho chi nhan duoc qud trinh diéu tri
hiéu qua trong mot thoi gian ngin (Holcenberg, J., J. Pediatr. Hematol. Oncol. 26
(2004) 273-274).

Qua trinh diéu tri bang L-asparaginaza ctia Erwinia chrysanthemi thuong dugc
str dung trong truong hop tdng nhay cam véi L-asparaginaza cla E. coli. Tuy nhién, da
phat hién duoc ring khoang 30 dén 50% bénh nhan duoc diéu tri bang L-asparaginaza
ciia Erwinia 13 duong tinh voi khang thé (Avramis va Panosyan, Clin. Pharmacokinet.
(2005) 44:367-393). Hon nita, vi L-asparaginaza cua Erwinia chrysanthemi c¢6 thoi
gian ban huy ngin hon déng ké so v6i L-asparaginaza cta E. coli, nén cAn phai sur
dung thuong xuyén hon (Avramis va Panosyan, Clin. Pharmacokinet. (2005) 44:367-
393). Theo mot nghién ctru ciia Avramis va cac dong tac gia, Erwinia asparaginaza c6
hoat tinh duoc dong hoc kém hon (Avramis et al, J. Pediatr. Hematol. Oncol. 29
(2007) 239-247). Do d6, L-asparaginaza cua E. coli va pegaspargaza dugc cho la

phuong phép diéu trj ALL tuyén dau dugc wu tién so véi L-asparaginaza cuia Erwinia.

RAt nhiéu dugc chit sinh hoc d3 duge PEG héa thanh cdng va dua ra thi truong
trong nhidu nam qua. Dé két hop PEG véi protein, PEG phai dugc hoat héa & diu OH.
Nhom hoat hoa duge chon dua trén nhom hoat hoéa tu do trén protein can duoc PEG
héa. Dbi véi protein, cac axit amin quan trong nhét 13 lyzin, xystein, axit glutamic, axit
aspartic, axit carboxylic & diu C va nhém amino & diu N. Khi xem xét mot loat cac
nhém phén mg trong protein, gan nhur toan bo cdc phuong phap héa hoc peptit da
dugc 4p dung dé hoat héa géc PEG. Vi du vé PEG dugc hoat hoa 1a cacbonat duogc
hoat hoa, vi du, p-nitrophenyl cacbonat, sucxinimidyl cacbonat; este hoat hoa, vi du,
sucxinimidyl este; va cac aldehyt két hop dic hidu vi tri va maleimit da dugc phét trién
(Harris, M., Adv. Drug Del. Rev. 54 (2002), 459-476). Muc do kha dung cua cac
phuong phép héa hoc khac nhau dé bién ddi PEG cho thiy mdi protein dugc PEG héa

duoc tao ra 13 mdi nghién clru riéng biét. Ngoai cau trac hoa hoc, trong luong phén tir
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cia PEG duoc gan véi protein c¢6 dnh hudng 16n 18n hoat tinh dugc 1y cua protein
dugc PEG hoa. Trong hdu hét cac trudng hop, duge ky vong 13 trong lwong phén tir
cia PEG cang cao thi mac do cai thién vé hoat tinh duogc ly cang cao (Sherman, M. R.,
Adv. Drug Del. Rev. 60 (2008), 59-68; Holtsberg, F.W., Journal of Controlled Release
80 (2002), 259-271). Vi du nhu, Holtsberg va cic dong tac gia da phat hién dugc ring,
khi PEG dugc lién hgp véi arginin deaminaza, 1 mdt enzym phén hiy axit amin khéc
dugc phan lap tu vi khudn, thi chtrc nang dugc luc hoc va duge dong hoc cia enzym
s€ gia tang khi kich thuéc cia PEG c6 trong luong phén t ting to 5000Da dén
20000Da (Holtsberg, F.W., Journal of Controlled Release 80 (2002), 259-271).

Tuy nhién, trong nhiéu trudng hop, cic duge chéit sinh hoc duge PEG hoa c6
hoat tinh bi gidm dang k& so v6i dugc chit sinh hoc khong dugce bién ddi (Fishburn,
C.S. (2008) Review “The Pharmacology of PEGylation: Balancing PD with PK to
Generate Novel Therapeutics” J. Pharm. Sci., 1-17). Ddi v6i L-asparaginaza cua
Erwinia carotovora, da phat hién duge ring qua trinh PEG hod s& gidm hoat tinh in
vitro khoang 57% (Kuchumova, A.V. et al. (2007) “Modification of Recombinant
asparaginase from Erwinia carotovora with Polyethylene Glycol 5000” Biochemistry
(Moscow) Supplement Series B: Biomedical Chemistry, 1, 230-232). L-asparaginaza
cla Erwinia carotovora c¢6 d0 tuong ddng khoang 75% véi L-asparaginaza cua
Erwinia chrysanthemi (crisantaspaza). Déi v6i Oncaspar®, ciing phat hién dugc ring
hoat tinh in vitro bang khoang 50% so véi L-asparaginaza khong dugc bién ddi cua E.

coli.

Céac ché phim L-asparaginaza hién nay khong thé cung cdp cac phuong phap
didu tri thay thé hodc bd sung, dic biét 1a dé didu tri ALL ddc trung & hoat tinh xc tac
cao va dic tinh dugc ly va dugc dong hoc dugc cdi thién dang Kké, cling nhu hoat tinh
sinh mién dich giam.

Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Sang ché dé cap dén thé lién hop cia protein c¢6 hoat tinh gin gidng L-asparagin
aminohydrolaza va polyetylen glycol, trong d6 polyetylen glycol c6 trong Iuong phén
ttr nhé hon hodc bing khoang 5000 Da, dic biét 1a thé lién hop cua protein 1 L-
asparaginaza cia Erwinia. Theo mot phuong éan, thé lién hop bao gdm L-asparaginaza

ctia Erwinia c6 do tuong ddng axit amin it nhit 1 80% so véi SEQ ID NO:1 va
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polyetylen glycol (PEG), trong d6 PEG c¢6 trong lugng phan tir it hon hodc bing
khoang 5000Da. Theo mét phuong 4n, L-asparaginaza c6 d6 twong ddng vé trinh tu
axit amin it nhit khoang 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, hodc 100% so voi SEQ ID NO:1. Theo mot sb phuong 4n, PEG c6 trong
lugng phéan tr khoang 5000Da, 4000Da, 3000Da, 2500Da, hodc 2000Da. Theo mot
phuong 4n, thé lién hop c6 hoat tinh in vitro it nhit bing 60%, 65%, 70%, 75%, 76%,
77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoac 100% so vGi L-asparaginaza khi
khoéng dugc lién hop v6i PEG. Theo mot phuong an khac, thé lién hop c6 hoat tinh
loai bd L-asparagin gap it nhat khoang 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, hogc 100 lan
so v6i L-asparaginaza khi khong dugc lién hop véi PEG. Theo mot phuong an khac,
thé lién hop s& lam giam ndng d6 L-asparagin trong huyét twong dén ndng do khong

thé phét hién dugec trong it nhét khoang 12, 24, 48, 96, 108, hodc 120 gio.

Theo mdt phuong an, thé lién hop co thoi gian ban huy in vivo dai hon so voi
L-asparaginaza khi khong duoc lién hop véi PEG. Theo mot phuong én cu thé, thé lién
hop ¢6 ty, dai hon so v6i pegaspargaza (1a L-asparaginaza cta E. coli dugc li€n hop
v6i PEG) duge st dung véi liéu lugng protein twong dwong (vi du, dugce xé4c dinh theo
ug/kg). Theo mot phuwong an cu thé hon, thé lién hop c6 ty,, it nhit 12 nim trong
khoang tir 58 dén 65 gid véi lidu khoang 50pg/kg tinh theo ham lugng protein, va ty it
nhit ndm trong khoang tir 34 dén 40 gio voi lidu lwvgng khoang 10pg/kg tinh theo ham
luong protein, sau khi st dung qua duong tinh mach & chudt. Theo mot phuwong an cu
thé khac, thé lién hop c6 ty, it nhdt ndm trong khoang tir 100 dén 200 gid véi lidu
luong thay d6i trong khoing tir 10000 dén 15000 IU/m? (khoang 20 dén 30mg
protein/mz). Theo mdt phuong an, thé lién hop c6 dién tich dudi dudong cong (AUC)
16n hon so véi L-asparaginaza khi khong duoc lién hop véi PEG. Theo mot phuong an
cu thé, thé lién hop c6 AUC trung binh l6n hon it nhét khoang 3 lan so v&i

pegaspargaza ¢ lidu protein twong dwong.

Theo mot phuong an, PEG duoc lién két cong hoa tri voi mot hodc nhiéu nhom
amino (trong d6 “nhém amino” bao gdbm gbc lysin va/hodc du N) ciia L-asparaginaza.
Theo mot phuwong an cu thé hon, PEG dugc lién két cdng hoa tri véi mot hodc nhiéu
nhom amino bing lién két amit. Theo mdt phuong én cu thé khac, PEG duoc lién két

cOng hoa tri vai it nhét tir khoang 40% dén 100% nhom amino c6 kha néng lién két (vi
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du, gbc lysin va/hodc ddu N ciia protein) hodc it nhit khoang 40% dén 90% tong sb
nhém amino (vi du, gbc lysin va/hodc diu N ctia protein). Theo mot phuong 4n, thé

lién hop c6 cong thirc:
Asp-[NH-CO-(CH2)x-CO-NH-PEG]n

trong d6 Asp la L-asparaginaza, NH a2 mot hodc nhidu nhém NH cta gdc lysin
va/hodc dau N cia Asp, PEG 1a gbe polyetylen glycol, n 13 s6 Iugng thé hién it nhét
khoang 40% dén 100% nhém amino c6 thé lien két dugc (vi du, gbe lysin va/hodc dau
N) trong Asp, va x 14 s nguyén nam trong khoang tir 1 dén 8, cu thé hon 1a ndm trong
khoang tir 2 dén 5. Theo mot phuong an cu thé, PEG 1a monometoxy-polyetylen
glycol (mPEG).

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& cap dén phuong phép tao thé lién hop
bao gdm bude két hgp mot lugng PEG véi mot lugng L-asparaginaza trong dung dich
dém trong mot khoang thoi gian du dé co lien két ddng hoa tri PEG véi L-

asparaginaza.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén duoc phém chira thé lién hop

theo sang ché.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phap didu trji bénh co thé
didu tri dugc bing cach tidu huy L-asparagin & bénh nhén bao gdm bude sir dung
lwong c6 hiéu qua thé lién hop theo séng ché. Theo mdt phuong 4n, bénh 13 bénh ung
thw. Theo mot phuong 4n cu thé, bénh ung thu 1a ALL. Theo mdt phuong an cu thé
khéc, thé lién hop duge st dung v6i lugng nim trong khoang tir 5U/kg thé trong dén
50U/kg thé trong. Theo mdt phuong an cu thé khac, thé lién hop dugce st dung véi lidu
luong thay ddi trong khoang tir 10000 dén 15000IU/m2 (khoang 20 dén 30mg
protein/mz). Theo mét s phwong 4n, ¢6 thé str dung dugc phdm theo dudng tinh mach
hoic tiém bap va cé thé sir dung véi tAn suét it hon mot lan trong mot tun (vi du, mot
lan trong mot thang hodc mot lan trong nhiéu tuén), mot 1an trong mot tudn, hai 1an
trong mot tudn, hodc ba 1an trong mdt tudn. Theo cic phuong 4n cu thé khac, thé lién
hop dugc st dung & dang liéu phap diéu tri don va, cu thé hon, khong co chét trc ché
asparagin synthetaza. Theo cdc phuong an khac, thé lién hop dugc st dung 1a mot
phan cua phuong phap didu tri két (nhung theo mét sb phwong 4n, liéu phap két hop

khong bao gdm chét trc ché asparagin synthetaza). Theo mot phwong an cu thé, bénh
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nhan dang duogc didu tri ¢6 tién st ting nhay cam vdi E. coli asparaginaza hodc dang
duge PEG hoa ctia n6 hodc v6i Erwinia asparaginaza. Theo mot phuong 4n cu thé
khac, bénh nhan dang duoc diéu tri bi tai phat bénh, dic biét 13 tai phat x4y ra sau diéu

tri bang E. coli asparaginaza hodc dang duoc PEG ho4 clia chiing.
Mb ta vin tit cic hinh v&

Fig.1 thé hién qua trinh dién di trén gel SDS-polyacrylamit L-asparaginaza
Erwinia chrysanthemi tai to hop tinh khiét. L-asparaginaza cta Erwinia chrysanthemi
(r-crisantaspaza) tai t6 hop tinh khiét dugc phan tich trén SDS-PAGE. Bing protein
dugc nhudém nitrat bac. Puong 1: chi thi trong lugng phéan ti (116, 66,2, 45, 35, 25,
18,4, va 14,4kDa), duwong 2: L-asparaginaza clUa Erwinia chrysanthemi (r-

crisantaspaza) tai td hop tinh khiét.

Fig2 thé hién k& qua phin tich SDS-PAGE thé lién hop mPEG-r-

crisantaspaza.

Fig.3 1a d0 thi thé hién ndng do L-asparagin trong huyét twong sau khi tiém tinh

mach mot lidu duy nhét Erwinase® (5U/kg, 25U/kg, 125U/kg va 250U/kg thé trong).

Fig.4 1a dd thi thé hién ndng d6 L-asparagin trong huyét twong sau khi tiém tinh
mach mot lidu duy nhét thé lién hgp mPEG-r-crisantaspaza so v6i Erwinase® & chudt.
Céc con sb “40%” va “100%” chi ra mirc dd PEG hoa x4p xi, 1an luot 1a khoang 40
dén 55% (PEG hod mot phan) va khoang 100% (PEG hoa t6i da) nhém amino c6 thé

lién két dugc.

Fig.5 thé hién dién tich duéi duong cong (AUC) (hoat tinh enzym du thira)
duoc tinh tir L-asparaginaza profiles sau khi tiém tinh mach mot lidu duy nhét thé lién

hop mPEG-r-crisantaspaza & chudt.

Fig.6 1 @b thi thé hién ndng d6 L-asparagin trong huyét trong sau khi tiém tinh
mach mét liéu duy nhét cho chudt 2kDa-100% mPEG-r-crisantaspaza (5U/kg, 25U/kg
va 50U/kg thé trong) (Fig. 6A), 5SkDa-100% mPEG-r-crisantaspaza (5U/kg, 25U/kg va
50U/kg thé trong) (Fig. 6B), hoic 2kDa-100% mPEG-r-crisantaspaza (5U/kg), SkDa-
100% mPEG-r-crisantaspaza (5U/kg), va pegaspargaza (Oncaspar®) (1U/kg) (Fig.
6C). Viéc st dung lugng protein twong duong nhau (10pg/kg) 2kDa-100% mPEG-r-
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crisantaspaza (5U/kg), SkDa-100% mPEG-r-crisantaspaza (5U/kg), hodc pegaspargaza
(Oncaspar®, 1U/kg), gdy ra qua trinh tiéu hiy L-asparagin trong vong 72 gio.

Fig.7 1a db thi thé hién mbi twong quan gitra liéu ding va tac dung cta 2kDa-r-
crisantaspaza dugc PEG hoa 100% so véi SkDa-r-crisantaspaza dugc PEG hoa 100%.
Fig. 7A thé hién hoat tinh enzym du thira trong huyét twong sau khi tiém tinh mach
mot lidu duy nhit 2kDa-r-crisantaspaza duoc PEG hoa 100% & cac ndng d6 5U/kg
(10pg/kg tinh theo ham luong protein), 25U/kg, va 50U/kg. Fig. 7B thé hién hoat tinh
enzym du thira trong huyét twong sau khi tiém tinh mach mdt lidu duy nhét 5kDa-r-
crisantaspaza duoc PEG hoa 100% & cac nong do 5U/kg (10ug/kg tinh theo ham luong
protein), 25U/kg, va 50U/kg.

Fig.8 1a dd thi thé hién méi twong quan giira liéu ding va tic dung cta 2kDa-r-
crisantaspaza dugc PEG hoa 100% so véi SkDa-r-crisantaspaza dugc PEG hoa 100%.
AUC cua hoat tinh enzym du thira duge do & chudt sau khi tiém tinh mach mot lidu
duy nhat 2kDa-100% hogic 5kDa-100% mPEG-thé lién hop. Toan phin, khi so sénh
v6i lidu luong gidng nhau, AUC do duge dbi véi SkDa-100% mPEG-r-crisantaspaza 12
cao hon so véi AUC do dugc dbi véi 2-kDa-100% mPEG-r-crisantaspaza. C6 su khac

biét 1an luot 1a 31, 37, va 14% do duoc & cac lidu lan lugt 14 5, 25, va 50U/kg.

Fig.9 1a dd thi thé hién dic tinh dwoc dong hoc cla thé lién hgp mPEG-r-
crisantaspaza so vOi pegaspargaza (Oncaspar®) & chudt. Fig. 9A thé hién hoat tinh
enzym du thtra do dugc & chudt sau khi tiém tinh mach mot lidu duy nhét 2kDa-100%
mPEG-r-crisantaspaza, 5kDa-100% mPEG-r-crisantaspaza, hodc pegaspargaza
(Oncaspar®). Fig. 9B thé hién AUC cua hoat tinh enzym du thira do duogc & chuot sau
khi tiém tinh mach mét lidu duy nhét 2kDa-100% mPEG-r-crisantaspaza, SkDa-100%

mPEG-r-crisantaspaza, hodc pegaspargaza (Oncaspar®).

Fig.10 12 dd thi th& hién ndng do trong huyét thanh ctia khang thé dic hiéu
khéng crisantaspaza sau khi diéu tri bang thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza hodc
Erwinase®. Khang thé khang crisantaspaza. Két qua dugc thé hién & dang gia tri trung

binh + SD (n=8).

Fig.11 1a dd thi thé hién ndng d6 trong huyét thanh ctia khang thé dic hiéu
khang thé lién hop sau khi diéu tri bang thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza dugc PEG
héa mot cach tdi da (100%). Fig. 11A: két qua duge thé hién & dang gi tri trung binh
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+ SD (n=8); Fig. 11B: két qua dugc thé hién & dang ty 1 phin trim dong vét c6 gia tri
hap thu > 0,5 trong thir nghiém ELISA khang thé lién hop.

MBo ta chi tiét sang ché

Theo mot khia canh, sang ché dé cip dén ché phdm L-asparaginaza c6 dic tinh

sau day:
— Hoat tinh sinh hoc in vitro cao;
— Lién két PEG-protein 6n dinh;
— Thoi gian ban hiy in vivo kéo dai;
— Hoat tinh sinh mién dich bi giam mot cich dang ké, dugc khing dinh

bang, vi du nhu, viéc gidm hodc loai trir dap Gng khang thé khang lai ché

pham L-asparaginaza sau khi st dung nhi€u lan; va

— Hitu dung 12 lidu phép ting cudng cho bénh nhan d4 bj man cam véi céc

liéu phap budc dau da sir dung, vi du, L-asparaginaza thu dugc tit E. coli.

Vén d& nay da khong duoc giai quyét boi cac thé lién hop L-asparaginaza di
biét, vi chung c6 hoat tinh phan tng chéo dang ké v6i ché phdm L-asparaginaza bién
d6i (Wang, B. et al. (2003) Leukemia 17, 1583-1588), hodc c6 hoat tinh in vitro bi
giam dang ké (Kuchumova, A.V. et al. (2007) Biochemistry (Moscow) Supplement
Series B: Biomedical Chemistry, 1, 230-232). Do d6, sang ché dé& cap dén thé lién hop
cua L-asparaginaza cia Erwinia véi mot polyme wa nudce, cu thé hon, polyetylen
glycol ¢6 trong luong phan tir 1a 5000Da hodc thap hon, phuong phép bao ché thé lién

hop va viée sir dung theé lién hop d¢ giai quyét van d€ néu trén.

Sang ché dé cap dén L-asparaginaza dugc PEG hoa clia Erwinia ¢6 dic tinh
duoc 1y duogce cai thién so véi protein L-asparaginaza khong dugc bién dbi, ciing nhu
s0 v6i ché phdm PEGaspargaza tir E. coli. Thé lién hop L-asparaginaza dugc PEG hoa
duoc d& cap theo sang ché, vi du, L-asparaginaza cla Erwinia chrysanthemi duge
PEG hoa béng PEG ¢6 trong lugng phan tt 5000Da, dugc cho la hoat chit diéu trj dic
biét dé st dung ¢ bénh nhén c6 biéu hién tang nhay cam (vi dy, dap Ung di tng hodc
tang nhay cam tiém 4n) ddi v6i qua trinh diéu tri bang L-asparaginaza hodc L-
asparaginaza dugc PEG hoéa cua E. coli. hodc L-asparaginaza khong duoc bién dbi cua

Erwinia. Thé 1ién hop L-asparaginaza dugc PEG héa dugc dé cap theo sang ché ciing
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hiru dung 1 hoat chit diéu tri dé sir dung & bénh nhén bi tai phat bénh, vi du, tai phat
ALL, va da duogc diéu tri trude do béng mot dang asparaginaza khac, vi du, béng L-

asparaginaza hodc L-asparaginaza dugc PEG hoa cua E. coli.

Nhu duoc md ta chi tiét theo sang ché, thé lién hop theo sang ché c6 hoat tinh
vugt trdoi mot cach khong ngd so véi cac ché pham L-asparaginaza khic nhu
pegaspargaza. Vi du nhu, L-asparaginaza khong dugc bién d6i cta Erwinia
chrysanthemi (crisantaspaza) c6 thoi gian ban huy thdp hon dang ké so véi L-
asparaginaza khong duoc bién dbdi cua E. coli (Avramis va Panosyan, Clin.
Pharmacokinet. (2005) 44:367-393). Thé lién hop dugc PEG hod theo séng ché c6 thoi
gian ban huy 16n hon so véi L-asparaginaza duoc PEG hoa cta E. coli & lidu protein

tuong duong.
Céc dinh nghia

Trir khi duoc dinh nghia theo mét cach khac, cac thuét ngit duoc st dung trong

ban md ta nay sé€ duoc hiéu theo nghia thong thuong trong linh vyc k§y thuét nay.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “bao gdm” ¢ nghia 1a “bao
gdm, nhung khong chi gi6i han ¢,” va cac thuat nglt duge str dung & dang s it s& bao

gdm ca dang s6 nhiéu va nguoc lai, trir khi c6 quy dinh khac.

Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thuat nglt “bénh co thé diéu tri duoc
bang qué trinh tiéu huy asparagin” dung dé chi tinh trang hodc rdi loan trong d6 cac té
bao ¢6 lién quan c6 vai tro gdy ra tinh trang hodc rdi loan d6 kha ning tong hop L-
asparagin khong c6 hodc bi giam. Qua trinh tiéu huy hodc la mét L-asparagin c6 thé 1a
mdt phan hodc gan nhu hoan toan (vi du, dén mtrc do khong thé phat hién dugc bang

cach st dung cac phuong phap va thiét bi da biét trong linh vuc k§ thuat nay).

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, thut ngit “lugng c6 hiéu qua diéu tri”
dung dé chi luong protein (vi du, asparaginaza hodc thé lién hop cia ching), can dé

tao ra hi€u qua diéu tri mong mudn.
Protein L-asparaginaza:

Protein theo sang ché 1a enzym c6 hoat tinh L-asparagin aminohydrolaza, duoc

goi 1a L-asparaginaza.
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Pi x4c dinh duoc nhiéu protein L-asparaginaza trong linh vuc k¥ thuat nay,
dugc phan 1ap bang cac phuong phap da biét tir vi sinh vat, (vi du, xem tai lidu cta
Savitri va Azmi, Indian J. Biotechnol 2 (2003) 184-194). L-asparaginaza dugc ban
trén thi truong nhiéu nhit va dugc st dung rong rai nhét 1a loai dugc phan lap tu E.
coli hodc Erwinia chrysanthemi, ca hai loai ¢6 d6 tuong dong vé cAu trac 14 50% hoic
it hon. Trong céc loai Erwinia, enzym thu dugc tr Erwinia chrysanthemi va Erwinia
carotovora thudng c6 do twong ddng vé trinh ty 1a 75 dén 77%, va enzym thu dugc tr
cac phéan loai Erwinia chrysanthemi khéac nhau thudong c¢6 dd tuong ddng vé trinh tu 12
90% (Kotzia GA, Labrou E, Journal of Biotechnology (2007) 127:657-669). Mot s6
loai L-asparaginaza dai dién cua Erwinia bao gdm, vi du nhu, cac L-asparaginaza

dugc néu trong bang 1:

Béang 1
Loai Sb dang ky trong ty 18 % tuong dong véi Erwinia
Genbank Chrysanthemi NCPPB 1066
Erwinia chrysanthemi AAS67028 91%
3937
Erwinia chrysanthemi CAA31239 98%
NCPPB 1125
Erwinia carotovora subsp. AAS67027 75%
Astroseptica
Erwinia carotovora AAP92666 T7%

Trinh tu ctia L-asparaginaza cua Erwinia va cac L-asparaginaza trong GenBank
trong bang 1 dugc dua vao day dé tham khao. L-asparaginaza dugc uu tién st dung
trong diéu tri 1a L-asparaginaza dugc phén 1ap tir E. coli va Erwinia, cu thé 13, Erwinia
chrysanthemi.

L-asparaginaza c6 thé 13 enzym nguyén gbc duge phan 1ap tir cac vi sinh VAt
Chung ciing ¢6 thé dugc san xuét bang k¥ thuit enzym tai td hop trong qua trinh sin
xudt vi sinh vat nhu E. coli. Vi du, protein dugc st dung trong thé lién hop theo sang

ché c6 thé 1a tir E. coli dugce tao ra trong ching E. coli tai td hop, 13 protein ctia mot

-13-




22665

loai Erwinia, ddc biét 1a Erwinia chrysanthemi, dugc tao ra trong ching E. coli tai td
hop.

Enzym co6 thé dugc xac dinh nho hoat tinh dic hiéu cua ching. Do d6, dinh
nghia vé L-asparaginaza s& bao gém tit ca polypeptit c6 hoat tinh dic hiéu da duoc
x4c dinh ¢ & cac loai khac, cu thé hon 1a & cac vi sinh vat khac. Thong thuong, cic
enzym c6 hoat tinh twong ty ¢6 thé duge xac dinh bang phuong phap phén loai ching
vao cac ho duge xac dinh bdi PFAM hoac COG. PFAM (protein family Database of

alignments and hidden Markov models; http://pfam.sanger.ac.uk/) 1a mot bd suu tap

16n cac doan trinh tu Xép théng cua protein. Vi mdi PFAM, c6 thé xem dugc nhiéu
doan trinh tu xép thing, cic ving chirc ning ciia protein, ddnh gia sy phan b gitra cac
loai, két ndi dugc véi cac co so dit liéu khac, va co thé nhin béng mét thuodng cac cAu
trac protein da biét. COGs (Clusters of Orthologous Groups of proteins;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/) thu duge bing cach so sanh trinh tu protein cla

43 hé gen di dugc xac dinh trinh tuy mot cach dly du thé hién 30 dong phét sinh loai
chinh. M&i COG dugc xéc dinh tir it nhit ba dong, cho phép xé4c dinh céc ving duge

bao toan.
Phuong phép xac dinh céc trinh ty tuong ddng va ty 18 phan trim tuong dong
da duoc biét rd voi cac chuyén gia trong linh vue k§ thuét ndy, va bao gbdm chuong

trinh BLAST, c6 thé duoc st dung tir trang web http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

voi cac thong sb mic dinh trén trang web nay. Sau do, céc trinh tu thu duoc co thé
dugc s dung, vi du nhu, v6i chuong trinh CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) hodc MULTALIN

(http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html) véi cac thong sb mac dinh duoc chi

ra trén cac trang web. Bing cach st dung cac thong s6 tham chiéu trong GenBank ddi
v6i cac gen da biét, cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay c6 thé xac dinh cac gen
tuong duong trong céc loai khéc, chung vi khuin, ndm men, nim, déng vat c6 vi, thuc
vat, v.v.. Cong viéc thong thuong nay sé duoc thuc hién bang cach sir dung céc trinh
tu lién (g c6 thé dugc xédc dinh bing cach tién hanh xép thang trinh tu bang cac gen
thu duoc tir cac vi sinh vat khéc, va thiét ké doan do thodi hod dé tach dong gen tuong
tmg trong mot sinh vat khac. Cac phuong phéap thuong dugce st dung trong linh vuce
sinh hoc phéan tr da duoc biét rd voi cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay, va

duogc dé cép, vi du nhu, trong tai li¢u Sambrook et al. (1989 MOLECULAR CLONING: A
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LABORATORY MANUAL. 2nd ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New
York).

That vay, chuyén gia trong linh vuc k§ thuét nay s& biét lam thé nao dé chon loc
va thiét ké cac protein twong ddng van giit duoc gan nhu hoan toan hoat tinh L-
asparaginaza. Thong thuong, thr nghiém Nessler s& dugc sir dung dé xac dinh hoat
tinh L-asparaginaza theo phuong phép dugc d& cdp bdi Mashburn va Wriston
(Mashburn, L., va Wriston, J. (1963) “Tumor Inhibitory Effect of L-Asparaginase,”
Biochem Biophys Res Commun 12, 50).

Theo mdt phuong 4n cu thé cuia thé lién hop theo sang ché, protein L-
asparaginaza c6 do twong dong it nhét 12 80% véi protein bao gdbm trinh tu SEQ ID
NO:1, cu thé hon it nhit khoang 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodac 100% tuong déng v6i protein bao gém trinh tu
SEQ ID NO:1. SEQ ID NO:1 nhu sau:

ADKLPNIVILATGGTIAGSAATGTQTTGYKAGALGVDTLINAVPEVKKLA
NVKGE
QFSNMASENMTGDVVLKLSQRVNELLARDDVDGVVITHGTDTVEESAYF
LHLTV
KSDKPVVFVAAMRPATAISADGPMNLLEAVRVAGDKQSRGRGVMVVLN
DRIGSA

RYITKTNASTLDTFKANEEGYLGVIIGNRIY YQNRIDKLHTTRSVFDVRGL
TSLPKVDILYGYQDDPEYLYDAAIQHGVKGIVYAGMGAGSVSVRGIAGM
RKAMEKGVVVIRSTRTGNGIVPPDEELPGLVSDSLNPAHARILLMLALTR
TSDPKVIQEYFHTY (SEQ ID NO:1)

Thuat ngt “bao gdm trinh ty SEQ ID NO:1” nghia 12 trinh ty axit amin cta
protein c¢6 thé khong bi han ché mét cach nghiém ngit & SEQ ID NO:1 ma ¢6 thé ¢6

cac axit amin khac.

Theo mdt phuong 4n cu thé, protein 1a L-asparaginaza cta Erwinia
chrysanthemi c6 trinh tu SEQ ID NO:1. Theo mot phuong 4n khac, L-asparaginaza la
cia Erwinia chrysanthemi NCPPB 1066 (S6 ding ky trong Genbank CAA32884), c6

hodc khong c6 peptit tin hiéu va/hogc trinh ty din diu.
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Céc doan cua protein ¢o trinh tu SEQ ID NO:1 cling dugc bao gém trong dinh
nghia ctia protein dugc sir dung trong thé lién hop theo sang ché. Thuat ngir “doan clia
SEQ ID NO:1” ¢6 nghia 1a trinh ty ctia polypeptit ¢6 thé chira it axit amin hon so véi

SEQ ID NO: 1 nhung van da ) lugng axit amin dé tao ra hoat tinh L-aminohydrolaza.

D3 biét rd trong linh vyc k¥ thuét nay ring polypeptit c6 thé duoc bién dbi bang
cach thay thé, xen, loai bo va/hodc thém mét hozc nhidu axit amin trong khi van gitt
duogc hoat tinh enzym. Vi du nhu, viéc thay thé mot axit amin tai mot vi tri xac dinh
bing mdt axit amin trong dwong vé mit hod hoc ma khong anh huéng dén chirc ning
ctia protein 13 thuong gip. Cac thay thé c6 thé duge cho 1a sy trao dbi trong cting mot

nhom trong sO cdc nhom sau day:

e C(Cac géc béo c6 kich thuée nhd khong phan cuc hodc it phan cuc: Ala, Ser, Thr,

Pro, Gly
e Céc gbc phan cue tich dién Am va amit ctia ching: Asp, Asn, Glu, Gln
e Céc gbc phan cuyc tich dién duong: His, Arg, Lys
e Cac géc béo ¢ kich thudc 16n va khdng phan cuc: Met, Leu, Ile, Val, Cys
e Céc gbc thom c6 kich thuée 16n: Phe, Tyr, Trp.

Do d6, céc thay ddi tao ra su thay thé mot gde tich dién am bing mot gbe khéc
(nhu axit glutamic thay thé cho axit aspartic) hodc mot gbc tich dién dwong cho mot
gbc khac (nhu lyzin thay cho arginin) c6 thé duoc ky vong 1a tao ra san pham twong

duong vé mat chirc nang.

Céc vi tri tai d6 axit amin dugc bién dbi va sb lugng axit amin s& dugc bién dbi
trong trinh ty axit amin khong bi gi¢i han mot cach cu thé. Chuyén gia trong linh vuc
k§ thut nay s& c6 thé nhan biét dugc cac bién dbi c6 thé dugce dua vao ma khong 1am
anh hudng dén hoat tinh ctia protein. Vi du nhu, céac bién ddi & phan dau N- hoic dau
C- clia protein c¢6 thé duge ky vong 1a khong lam thay dbi hoat tinh cua protein trong
mot sb trudng hop. Cu thé, dbi vé6i asparaginaza, 1a enzym di duogc x4c dinh rat nhiéu
dac diém, dic biét 1a d6i vé6i trinh tu, cAu tric va céac géc tao thanh vi tri xdc tac hoat
dong. Piéu nay la co s& dé chon cac géc c6 thé duoc bién dbi ma khong lam anh
hudng dén hoat tinh enzym. Tt ca cac L-asparaginaza da biét c6 ngudn gde vi khuin

c6 cac dac diém céu trac chung. Tat ca déu c6 cau tric gdm 4 monome giong nhau co
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4 vi tri hoat dong gitra cac ving d4u N va dau C cua hai monome ké& nhau (Aghaipour
et al., Biochemistry 40 (2001) 5655-5664). T4t ca déu c6 murc d6 twong ddéng cao trong
cAu truc bic ba va bic bdn (Papageorgiou et al, FEBS J. 275 (2008) 4306-4316).
Trinh tu cla cac vi tri xdc tac clia L-asparaginaza dugc bdo toan cao giltta Erwinia
chrysanthemi, Erwinia carotovora va L-asparaginaza cta E. coli 11 (Papageorgiou et
al., FEBS J. 275 (2008) 4306-4316). Vong linh dong trong vi tri hoat déng chira gdc
axit amin tir 14 dén 33, va phén tich cAu trac chi ra ré”mg Thrl5, Thr95, Ser62, Glu63,
Asp96, va Alal20 lién két véi phéi ttr (Papageorgiou et al., FEBS J. 275 (2008) 4306-
4316). Aghaipour va cic ddng tc gia da tién hanh phan tich chi tiét vé 4 vi tri hoat
dong cua L-asparaginaza cua Erwinia chrysanthemi bing cach nghién ctru cu tric
tinh thé c6 d6 phan giai cao cua enzym dugc tao phitc hé voi co chét cua no
(Aghaipour et al., Biochemistry 40 (2001) 5655-5664). Kotzia va cac dong tac gia da
cungcéptﬂnhtuIfaﬂxuagﬁwzacﬁaantséloaivéphénloéicﬁafﬁmdnnzvalnacdﬁ
cac protein ndy chi c6 do tuong ddng khoang 75 dén 77% gitta Erwinia chrysanthemi
va Erwinia carotovora, chung van c6 hoat tinh L-asparaginaza (Kotzia et al., J.
Biotechnol. 127 (2007) 657-669). Moola va cac dong tac gia thuc hién nghién ctru
thiét 14p ban dd epitop clia L-asparaginaza Erwinia chrysanthemi 3937 va enym nay
van c6 thé gitt duge hoat tinh enzym ngay cé sau khi gdy dot bién céc trinh ty ¢6 hoat
tinh khang nguyén khic nhau dé giam hoat tinh sinh mién dich cla asparaginaza
(Moola et al., Biochem. J. 302 (1994) 921-927). M3i bai bao vién dan trong ban mo ta
nay déu dugc dua vao phén tai liéu tham khao. Dua trén cac nghién ctiru xac dinh dic
diém da duoc thuc hién trén L-asparaginaza, chuyén gia trong linh vuc ky thuat nay c6
thé xac dinh lam thé nao dé thay thé trinh tu va/hodc ménh protein trong khi van duy
hoat tinh enzym.

Polyme dugc st dung trong thé lién hop:

Polyme dugc chon tir nhém bao gdm polyme tan trong nudc khong doc nhu
polysaccarit, chang han hydroxyetyl tinh bdt, poly axit amin, chang han poly lyzin,
polyeste, vi dy, poly axit lactic, va poly alkylen oxit, vi du, polyetylen glycol (PEG).

Polyetylen glycol (PEG) hodc mono-metoxy-polyetylenglycol (mPEG) da dugc
biét ro trong linh vue k§ thuat ndy va gbm c6 polyme thing va phan nhénh. Vi du vé
mot sb polyme, dic biét 1a PEG, dugc dé cap trong céc tai liéu sau day, dugc vién dan
trong ban mo ta trong phan tai liéu tham khao: cic Patent M§ s 5672662; 4179337;
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5252714; cooUS Pat. Appl. Publ. No. 2003/0114647; US Pat. No. 6,113,906, US Pat.
No. 7,419,600; va PCT Publ. No. WO2004/083258.

Chét luong cta polyme duge dic trung béi chi sb da phan tan (PDI). PDI phan
anh qua trinh phan bd cua trong lugng phan tir trong mot miu polyme nhit dinh va
duoc tinh bang trong lugng phan tir trung binh chia cho s lwong trong luong phén tir
trung binh. Chi sé nay cho biét qua trinh phan bd cta cac trong lugng phan tir riéng
biét trong mot mé polyme. PDI ¢6 gid tri ludn ludn 1én hon 1, nhung vi mach polyme

thuong tién t6i phan bd Gauss Iy tuéng (= don phén tan), nén PDI thuong tién téi 1.

Polyetylen glycol ¢6 trong lugng phén tir nim trong khoang tir 500Da dén
9000Da. Cu thé hon, polyetylen glycol (vi du, mPEG) c6 trong lugng phén tir dugc
chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol c6 trong lugng phan tir 12 2000Da, 2500Da,
3000Da, 3500Da, 4000Da, 4500Da, va 5000Da. Theo mot phuong 4n cu thé,
polyetylen glycol (vi du, mPEG) c6 trong lugng phén tir 1a 5000Da.

Phuong phép bao ché thé lién hop:

Dé két hop polyme vao protein c6 hoat tinh L-asparagin aminohydrolaza, gbe
polyme chita nhém chie dd dugc hoat hod thuong phan tng v6i nhom amino trong
protein. Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra thé lién hop,
phuong phap nay bao gdm budc két hop mot lugng polyetylen glycol (PEG) véi mot
lugng L-asparaginaza trong dung dich dém trong mot khodng thoi gian du dé co lién
két ddng hoa tri PEG v&i L-asparaginaza. Theo mdt phuong an cu thé, L-asparaginaza
la caa loai Erwinia, cu thé hon 1a Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon, L-asparaginaza
bao gdém trinh tw SEQ ID NO:1. Theo mdt phuong 4n, PEG 12 monomethoxy-
polyetylen glycol (mPEG).

Theo mdt phuwong an, phan Gng gitta polyetylen glycol va L-asparaginaza dugc
thuc hién trong dung dich dém. Theo mot s6 phuong 4n cu thé, do pH cta dung dich
dém sé& thay dbi trong khoang tir 7,0 dén 9,0. P pH dugc wu tién nhét thay déi trong
khoang tir 7,5 dén 8,5, vi du, d6 pH bang khoang 7.5, 7,6,7.7, 7.8, 7,9, 8,0, 8,1, 8,2,
8,3, 8,4, hoac 8,5. Theo mdt phuong an cu thé, L-asparaginaza la cta loai Erwinia, cu
thé hon 1a Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon, L-asparaginaza bao gdm trinh ty SEQ

ID NO:1.
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Hon nita, qua trinh PEG hoa L-asparaginaza s& duoc thuc hién ¢ ndng do
protein nim trong khoang tir 0,5 dén 25mg/ml, cu thé hon 13 ndm trong khoang tir 2
dén 20mg/ml va cu thé hon nita 1a nim trong khoang tir 3 dén 15mg/ml. Vi du, ndng
do protein khoang 0,5, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
hodc 20mg/ml. Theo mot phuong an cu thé, qua trinh PEG ho4 L-asparaginaza &
nhiing néng do protein 1a cia loai Erwinia, cu thé hon 1a Erwinia chrysanthemi, va cu

thé hon, L-asparaginaza bao gdm trinh ty SEQ ID NO:1.

O ndng d6 protein cao hon 2mg/ml phan tmg PEG ho4 s& dién ra rit nhanh,
trong vong it hon 2 gid. Hon nita, sy du thira ty 1€ mol cta polyme so véi nhém amino
trong L-asparaginaza dugc st dung 1 it hon khoang 20:1. Vi du nhu, luong du ty 1€
mol it hon khoang 20:1, 19:1, 18:1, 17:1, 16:1, 15:1, 14:1, 13:1, 12:1, 11:1, 10:1, 9:1,
8:1, 7,5:1, 7:1, 6,5:1, 6:1, 5,5:1, 5:1, 4,5:1, 4:1, 3,5:1, 3:1, 2,5:1, 2:1, 1,5:1, hodc 1:1.
Theo mot phuong an cu thé lugng du ty 1& mol it hon khodng 10:1 va theo mot phuong
an cu thé hon, luong du ty 1& mol it hon khoang 8:1. Theo mdt phwong an cu thé, L-
asparaginaza la cia loai Erwinia, cu thé hon 13 Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon,

L-asparaginaza bao gbm trinh ty SEQ ID NO:1.

Sé luong cac géc PEG c¢6 thé duoc lién hop véi protein s€ phu thudc vao sb
luong nhom amino ty do va, hon thé nita, phu thudc vao nhém amino ¢6 thé lién két
dugc trong phan itng PEG hoa. Theo mdt phuong 4n cu thé, mirc 40 PEG ho4 (nghia
13, s6 luong géc PEG dugc lién hop v6i nhém amino trén L-asparaginaza) trong
khoang tir 10% dén 100% sé nhom amino tw do va/hogc nhém amino c6 thé lién két
dugc (vi du, khoang 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
hodc 100%). Mirc d6 PEG hod 100% sé nhém amino c¢6 thé lién két duge (vi du, gbc
lysin va/hodc dau N cia protein) & trong ban md ta ndy dugc goi 1a “duoc PEG t6i da.”
Mot phuong phap dé xac dinh nhém amino dugc bién dbi trong thé lién hgp mPEG-r-
crisantaspaza (muc do PEG hod) la phuong phap dugc md ta béi Habeeb (A.F.S.A.
Habeeb, “Determination of free amino group in proteins by trinitrobenzensulfonic
acid”, Anal. Biochem. 14 (1966), p. 328). Theo mt phuong 4n, gbc PEG duoc lién
hop véi mot hoac phidu nhém amino (trong d6 nhém amino bao gdm gbe lysin
va/hodc dau N) cua L-asparaginaza. Theo m¢t phuong én cu thé, mic do PEG hoa
ndm trong khoang tir 10% dén 100% cua tdng s6 hodc s nhém amino c6 thé lign két

duge (vi du, gbe lysin va/hodc dau N), vi du, khoang 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
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35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% hodc 100%.
Theo mot phuong an cu thé, khoang 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, hodc 100% téng s6 nhém amino (vi duy, géc lysin va/hodc dau N) dugc lién hop
v6i mot gbe PEG. Theo mdt phuong an cu thé khac, khoang 40%, 41%, 42%, 43%,
44%., 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%,
59%., 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% nhém amino ¢
thé lién két duge (vi du, gbc lysin va/hodc ddu N) duoc lién hop véi mot gbe PEG.
Theo mot phuong an cu thé, 40 dn 55% hodc 100% s6 nhoém amino c6 thé lién két
duoc (vi du, gde lysin va/hodc dau N) duge lién hop véi mot gbc PEG. Theo mot sd
phuong 4n, cac gbe PEG dugc lién hop véi L-asparaginaza bing lién két dong hod tri.
Theo mdt phuong an cu thé, L-asparaginaza 12 cta loai Erwinia, cu thé hon 13 Erwinia

chrysanthemi, va cu thé hon, L-asparaginaza bao gf’.)m trinh tuy SEQ ID NO:1.
Theo mdt phuong an, thé lién hop theo sang ché ¢6 thé c¢6 cong thirc
Asp-[NH-CO-(CH2)x-CO-NH-PEG]n

trong d6 Asp la protein L-asparaginaza, NH 1a mot nhém NH cua gbc lysin va/hodc
d4u N cta chudi protein, PEG la gdc polyetylen glycol, n 1a sd luong thé hién it nhit
khoang 40% dén 100% nhém amino c6 thé lién két duogc (vi du, gbe lysin va/hodc diu
N) trong protein, va x la s6 nguyén niam trong khoang tur 1 dén8(vidul,?2,3,4,5,6,
7, 8), tot hon 1a ndm trong khoang tir 2 dén 5 (vi dy, 2, 3, 4, 5). Theo mdt phuong an
cu thé, L-asparaginaza la cta loai Erwinia, cu thé hon 1a Erwinia chrysanthemi, va cu

thé hon nita, L-asparaginaza bao gbm trinh tw SEQ ID NO:1.

Cac phuong phap PEG hoa khac c6 thé duge sir dung dé tao ra thé lién hop theo
sang ché cling dugc dé cap, vi du nhu, trong céc tai liéu U.S. Pat. No. 4,179,337, U.S.
Pat. No. 5,766,897, U.S. Pat. Appl. Publ. No. US 2002/0065397A1, va U.S. Pat. Appl.
Publ. No. US 2009/0054590A1, dugc vién din trong bin md ta trong phan tai liéu
tham khéo.
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Theo cac phuong 4n cu thé, sang ché dé cap dén thé lién hop protein ¢ hoat
tinh gin giéng L-asparagin aminohydrolaza va polyetylen glycol, duoc chon tir nhém

bao gém cac thé lién hop trong do:
(A)

— protein ¢6 d) tuong dong ve cau truc it nhat 14 90% véi L-asparaginaza cua

Erwinia chrysanthemi nhu duge thé hién trong SEQ ID NO:1
— polyetylen glycol c6 trong lugng phéan tir khoang 5000Da,

— protein va gbc polyetylen glycol dugc lién két cong hoa tri véi protein bing lién

két amit, va

— khoang 100% nhom amino c6 thé lién két duge (vi du, gbe lysin va/hodc dau N)
hodc khoang 80 dén 90%, cu thé 13, khoang 84%, téng s6 nhém amino (vi du,

gbc lysin va/hosic dau N) duoc lién hop v6i mot gbc polyetylen glycol.
B)

— protein ¢6 dd twong dong vé cau truc it nhat 1a 90% so véi L-asparaginaza cua

Erwinia chrysanthemi nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:1
— polyetylen glycol c6 trong lwong phéan tir khoang 5000Da,

— protein va gbc polyetylen glycol dugc lién két cong hoa tri voi protein bing lién

két amit, va

— khoang 40% dén 45 %, va cu thé 1a khoang 43% s6 nhom amino c6 thé lién két
dwoc (vi du, gbe lysin va/hodc dau N), hodc khoang 36% tdng s6 nhom amino

(vi du, gbc lysin va/hodc dau N) duoc lién hop véi mot gbc polyetylen glycol.
©

— protein ¢6 dd twong dong vé cau truc it nhat 1a 90% so véi L-asparaginaza cua

Erwinia chrysanthemi nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:1
— polyetylen glycol c6 trong lugng phan tir khoang 2000Da,

— protein va gbc polyetylen glycol duoc lién két cong hoa tri vai protein bang lién

két amit, va

-21-



22665

— khoang 100% nhom amino c6 thé lién két duge (vi du, mot hodc nhiéu gdc lysin
va/hodc dau N) hodc khoang 80 dén 90%, cu thé 13, khoang 84% tong sé nhom
amino (vi du, gdc lysin va/hodc ddu N) duoc lién hop véi mot gbc polyetylen

glycol.
D)

— protein ¢6 dd twong dong vé cau trac it nhat 1a 90% so véi L-asparaginaza cua

Erwinia chrysanthemi nhu duge thé hién trong SEQ ID NO:1
— polyetylen glycol c6 trong luong phan tir khoang 2000Da,

— protein va gbc polyetylen glycol duge lién két cong hod tri voi protein bang lién

két amit, va

— tr khoang 50% dén 60%, va cu thé 12 khoang 55% s6 nhém amino c6 thé lién
két duoe (vi du, gbe lysin va/hodc d4u N) hodc khoang 47% téng $6 nhom amino

(vi du, gbc lysin va/hoic dau N) duoc lién hop véi mot gbc polyetylen glycol.
Thé lién hop L-Asparaginaza-PEG:

Thé lién hop theo sang ché c6 mot s6 wu didm va dac diém bt ngd so véi L-
asparaginaza khong dugc bién d6i, dic biét 1a so véi L-asparaginaza khong dugc bién
ddi cua Erwinia, dic biét hon nita 1a so v6i L-asparaginaza khong duoc bién ddi cua
Erwinia chrysanthemi, va dic biét hon nita 13 1a so véi L-asparaginaza khong dugc

bién dbi ¢6 trinh ty SEQ ID NO:1.

Theo mot s& phuong 4n, thé lién hgp theo sang ché s& lam giam ndng d6 L-
asparagin trong huyét tuong trong mot khoang thoi gian it nhét khoang 12, 24, 48, 72,
96, hoic 120 gid khi duge stt dung & lidu 5U/kg thé trong hodc 10 pg/kg (dva trén ham
lugng protein). Theo cac phuong an khac, thé lién hop theo séng ché s& 1am giam ndng
d6 L-asparagin trong huyét tuong dén ndng do khong thé phat hién dugc trong mot
khoang thoi gian it nhét khoang 12, 24, 48, 72, 96, 120, hodc 144 gio khi duoc st dung
& lidu 25U/kg thé trong hodc 50 pg/kg (ham lugng protein). Theo cac phuong 4n khac,
thé lién hop theo sang ché s& 1am giam ndng d6 L-asparagin trong huyét twong trong
mot giai doan it nhét khoang 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, hoac 240 gio
khi duoc st dung & lidu 50U/kg thé trong hodc 100 pg/kg (ham luong protein). Theo

mot phuong an khéc, thé lién hop theo séng ché s& lam giam ndng do L-asparagin
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trong huyét tuong dén ndng do khong thé phat hién dugc trong mot giai doan it nhét
khoang 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, hodc 240 gi¢d khi dugce st dung voi
lidu luong thay dbi trong khoang tir 10000 dén 15000IU/m2 (khoang 20 dén 30mg
protein/m”). Theo mot phuong 4n cu thé, thé lién hop bao gém L-asparaginaza clia
Erwinia, cu thé hon 14 Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon, L-asparaginaza bao gbm
trinh tw SEQ ID NO:1. Theo mdt phuong 4n cu thé, thé lién hop bao gdbm PEG (vi du,
mPEG) ¢6 trong lwong phan tir it hon hodc bing khoang 5000Da. Theo mot phuong 4n
cu thé hon, it nhét khoang 40% dén 100% nhém amino c6 thé lién két duoc (vi du, géc

lysin va/hodc dau N) duoc PEG hoa.

Theo mot phuong 4n, thé lién hop c6 ty 16 mol PEG/mol monome nim trong
khoang tir 4,5 dén 8.5, dac biét 1a khoang 6,5; hoat tinh dic hiéu ndm trong khoang tir
450 dén 550U/mg, dic biét 1a khodng 501U/mg; va hoat tinh twong d6i ndm trong
khoang tir 75% dén 85%, dic biét 1a khoang 81% so voi L-asparaginaza khong dugc
bién d6i twong tng. Theo mot phuong an cu thé, thé lién hop co cac dic diém trén
chira L-asparaginaza cta loai Erwinia, cu thé hon 13 Erwinia chrysanthemi, va cu thé
hon, L-asparaginaza bao gém trinh ty SEQ ID NO:1, v6i mirc d0 PEG hoé khoang
40% dén 55% nhém amino c6 thé lién két duoc (vi du, gde lysin va/hodc dau N) bang

mPEG 5000Da.

Theo mot phwong 4n, thé lién hop c6 ty 1€ mol PEG/mol monome nim trong
khoang tir 12,0 dén 18,0, dic biét 1a khoang 15,1; hoat tinh d4c hiéu ndm trong khoang
tir 450 dén 550U/mg, dic biét 1a khoang 483U/mg; va hoat tinh tuong d6i ndm trong
khoang tir 75% dén 85%, dic biét 1a khoang 78% so voi L-asparaginaza khong dugc
bién dbi twong ung. Theo mot phwong an cu thé, thé lién hop c6 cac dic diém néu trén
bao gdm L-asparaginaza cla loai Erwinia, cu thé hon 13 Erwinia chrysanthemi, va cy
thé hon, L-asparaginaza bao gbm trinh ty SEQ ID NO:1, véi mtc dd PEG hoa khoang
100% nhém amino c6 thé lién két duoc (vi dy, gbe lysin va/hoic dau N) bing mPEG

5000Da.

Theo mdt phuwong 4n, thé lién hop c6 ty 1& mol PEG/mol monome nim trong
khoang tir 5,0 dén 9,0, ddc biét la khoang 7,0; hoat tinh ddc hiéu ndm trong khoang tir
450 dén 550U/mg, dic biét 1a khoang 501U/mg; va hoat tinh tuong d6i nim trong
khoang tir 80% dén 90%, dic biét 1a khoang 87% so voi L-asparaginaza khong duoc

bién d6i twong tmg. Theo mot phuong an cu the, thé lién hop c6 cac dac diém néu trén
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bao gdm L-asparaginaza cla loai Erwinia, cu thé hon 1a Erwinia chrysanthemi, va cu
thé hon, L-asparaginaza bao gdm trinh ty SEQ ID NO:1, véi mic d6 PEG hoa khoang
tir 40% dén 55% nhém amino c6 thé lién két duoc (vi du, gdc lysin va/hodc ddu N)

bang mPEG 10000Da.

Theo mdt phuong 4n, thé lién hop ¢6 ty 1é mol PEG/mol monome nim trong
khoéang tir 11,0 dén 17,0, dic biét 1a khoang 14,1; hoat tinh dic hiéu nim trong khoang
tir 450 dén 550U/mg, dic biét 1a khoang 541U/mg; va hoat tinh twong ddi nam trong
khoang tir 80% dén 90%, dic biét 1a khoang 87% so v6i L-asparaginaza khong duge
bién ddi tvong tng. Theo mdt phwong an cu thé, thé lién hop c6 cac dic diém néu trén
bao gdm L-asparaginaza cta lodi Erwinia, cu thé hon 1a Erwinia chrysanthemi, va cu
thé hon, L-asparaginaza bao gdm trinh tw SEQ ID NO:1, véi mic d6 PEG ho4 khoang
100% nhoém amino c6 thé lién két duge (vi du, gbe lysin va/hodc dau N) bing mPEG

10000Da.

Theo mdt phuong 4n, thé lién hop c6 ty 16 mol PEG/mol monome nim trong
khoang tir 6,5 dén 10,5, cu thé 1 khoang 8,5; hoat tinh dic hi¢u ndm trong khoang tir
450 d&n 550U/mg, cu thé 1a khoang 524U/mg; va hoat tinh twong dbi nim trong
khoang tir 80% dén 90%, cu thé 1a khoang 84% so véi L-asparaginaza khong dugc
bién d6i twong tng. Theo mot phuong an cu thé, thé lién hop c6 cac dac diém néu trén
bao gém L-asparaginaza ctia loai Erwinia, cu thé hon 13 Erwinia chrysanthemi, va cu
thé hon, L-asparaginaza bao gdm trinh tw SEQ ID NO:1, véi mtc d PEG ho4 khoang
40 dén 55% nhém amino c6 thé lien két dugc (vi du, gbe lysin va/hodc diu N) bang

mPEG 2000Da.

Theo mdt phuong 4n, thé lién hop cé ty 16 mol PEG/mol monome nim trong
khoang tur 12,5 dén 18,5, dac biét 1a khoang 15,5; hoat tinh dic hiéu nam trong khoang
tir 450 dén 550U/mg, dic biét 1a khoang 515U/mg; va hoat tinh twong dbi nam trong
khoang tir 80 dén 90%, dic biét 1a khoang 83% so v6i L-asparaginaza khong dugc
bién ddi twong tng. Theo modt phuong an cu thé, thé lién hop 6 cac dic diém néu trén
bao gbém L-asparaginaza cta loai Erwinia, cu thé hon 13 Erwinia chrysanthemi, va cu
thé hon, L-asparaginaza bao gdm trinh ty SEQ ID NO:1, véi mirc dd PEG hoa khoang
100% nhom amino c¢6 thé lién két duge (vi du, gbe lysin va/hoic dau N) bing mPEG

2000Da.
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Theo céc phuong an khéc, thé lién hop theo sang ché co hoat luc gia ting it
nhit khoang 10 1an, 20 14n, 30 14n, 40 14n, 50 14n, 60 1in, 70 14n, 80 14n, 90 l4n, hoic
100 14n sau khi tiém mdt lidu duy nhét so v6i L-asparaginaza khong dugc bién dbi
turong tng. Theo mdt phuong 4n cu thé, thé lién hop c6 cac ddc diém néu trén bao gdbm
L-asparaginaza cua loai Erwinia, cu thé hon 1a Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon,
L-asparaginaza bao gdm trinh tu SEQ ID NO:1. Theo mdt phuong an cu thé, thé lién
hop bao gébm PEG (vi du, mPEG) c6 trong lugng phén tt it hon hodc bang khoang
5000Da. Theo mdt phwong an cu thé hon, it nhit khoang 40% dén 100% nhém amino

¢6 thé lién két duoc (vi du, géc lysin va/hodc dau N) duoc PEG hoa.

Theo mét khia canh, thé lién hop theo sang ché co dic diém dong luc hoc theo

cac thong so sau day:

Thong s6 | Dinh nghia

Amax Hoat tinh enzym du thtra tdi da

tAmax Thoi gian dat A, sau khi boc 10 voi mau xét nghiém
dAmax Khoang thoi gian toi da duy tri A hodc A trén O

Thoi gian ban hiy cda hoat tinh enzym du thtra trong huyét tuong duge tinh

theo cong thirc sau:

Trung binh:

-In2 xt
tip=—"—

In(ct / ¢p)
trong d6 ty, 1a thoi gian ban huy, t 1a thoi diém xac dinh, ¢, hoat tinh trong huyét twong

du thira tai mot thoi diém x4c dinh va c, 12 hoat tinh trong huyét twong du thira tai thoi
diém ban dau. Dién tich dudi duong cong (AUC) dugc tinh bang cach st dung chuong

trinh phén mém duge doéng luc hoc, vi dy, SigmaPlot Versionl1.

Theo mdt phwong 4n, thé lién hop theo séng ché c6 dic diém duoc dong hoc
lidu don nhu sau, cu thé 1a trong d6 thé lién hop bao gdbm mPEG c¢6 trong luong phan
twr it hon hodic bang 2000Da va L-asparaginaza cla loai Erwinia, cu thé hon 13 Erwinia

chrysanthemi, va cu thé hon, L-asparaginaza bao gbm trinh ty SEQ ID NO:1:

Amax: 1M trong khoang tir 150U/1 dén 250U/1;
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T amax: N3m trong khoang tir 4 gio dén 8 gio, cu thé 1a khoang 6 gio;

damax: NAM trong khoang tir 220 gitr dén 250 giod, cu thé 13, khoang 238,5
gid (16n hon 0, nam trong khoang tir 90 phut dén 240 gio);

AUC: nim trong khoang tir 12000 dén 30000; va
t)p: nAM trong khoang tir 50 gid dén 90 gio.

Theo mot phuong an, thé lién hop theo sang ché c¢6 dac diém duoc dong hoc
lidu don nhu sau, cu thé 1a trong d6 thé lién hop bao gdm mPEG c¢6 trong lwong phan
t&r it hon hodc bing 5000Da va L-asparaginaza ctia loai Erwinia, cu thé hon 1a Erwinia

chrysanthemi, va cu thé hon nita 13 L-asparaginaza bao gdm trinh tw SEQ ID NO:1:
Aunax: DA trong khoang tir 18U/1 dén 250U/1;
T amax: NAM trong khoang tir 1 gior dén 50 gio;

dp oy NAM trong khoang tir 90 gid dén 250 210, cu thé 1a, khoang 238,5
gi® (16n hon 0, nim trong khoang tir 90 phut dén 240 gio);

AUC: nim trong khoang tir 500 dén 35000; va
t»: nam trong khoang tir 30 gid dén 120 gio.

Theo mot phuong 4n, thé lién hop theo sing ché gay ra mic d6 tiéu huy L-
asparagin trong mot khoang thoi gian vdi mire do twong tu (vi dy, 24, 48, hodc 72 gio)
sau mot liéu duy nhit so v6i mot lwong protein pegaspargaza twong duong. Theo mot
phuong 4n cu thé, thé lién hop bao gOm L-asparaginaza ctia loai Erwinia, cu thé hon 1a
Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon, L-asparaginaza bao gbm trinh tw SEQ ID NO:1.
Theo mot phuong an cu thé, thé lién hop bao gbébm PEG (vi du, mPEG) c6 trong luong
phan tr it hon hodc bang khoang 5000Da. Theo mot phwong én cu thé hon, it nhit nim
trong khoang tir 40% dén 100%, dic biét hon nita la nim trong khoang tir 40 dén 55%
hosic 100% nhom amino ¢6 thé lién két dugce (vi du, gde lysin va/hodc dau N), duogc

PEG hoa.

Theo mot phuong 4n, thé lién hop theo sang ché c6 ty, dai hon so véi
pegaspargaza khi dugc su dung & lidu protein twong duong. Theo mdt phuong 4n cu
thé, thé lién hop c6 ty,, it nhat 1a khoang 50, 52, 54, 56, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, hodc

65 gid véi lidu lugng khoang 50pg/kg (ham luong protein). Theo mot phuong 4n cu
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thé khac, thé lién hop c6 ty, it nhit 14 khoang 30, 32, 34, 36, 37, 38, 39, hoic 40 gid
v6i lidu luong khoang 10pg/kg (ham lugng protein). Theo mot phwong 4n cu thé khac,
thé lien hop c6 ty, it nhit 1a khoang 100 dén 200 gior véi lidu lwong thay doi trong
khoang tir 10000 dén 15000IU/m? (khoang 20 dén 30mg protein/m?).

Theo mot phuong 4n, thé 1ién hop theo sang ché c6 AUC trung binh 16n hon it
nhit khoang 2, 3, 4 hodc 5 lan so véi pegaspargaza voéi liéu lugng protein tuong

duong.

Theo mot phuong an, thé lién hop theo sang ché khong tao ra dap tng khang
thé dang ké nao trong mot giai doan cu thé sau khi sir dung mét lidu duy nhat, vi du,
16n hon khoang 1 tudn, 2 tudn, 3 tudn, 4, tudn, 5 tuln, 6 tudn, 7 tudn, 8 tudn, 9 tudn, 10
tudn, 11 tudn, 12 tudn, v.v.. Theo mdt phuong an cu thé, thé lién hop theo sang ché
khong tao ra dap img khéang thé dang ké nao trong it nhét 8 tudn. Vi du, “khong tao ra
dép tmg khang thé dang k& nao” nghia 1a déi twong duge didu tri bang thé lién hop
duogc xac dinh béng cac thong s6 da dugc biét trong linh vyc ky thuat nay la “am tinh
khang thé.” Nong do khang thé ¢6 thé dugc xac dinh bang cic phuwong phap da biét
trong linh vuc k¥ thuét nay, vi du nhu ELISA hodc thir nghiém cOng hudng plasmon
bé mat (SPR-Biacore) (Zalewska-Szewczyk et al., Clin. Exp. Med. (2009) 9:113-116;
Avramis et al., Anticancer Research 29 (2009) 299-302). Thé lién hop theo sang ché

6 thé c6 mot t6 hop bat ky cac dic tinh néu trén.
Phuong phap diéu tri va sir dung thé lién hop:

Thé lién hop theo sang ché c6 thé dugc st dung trong diéu tri bénh c6 thé didu
tri dugc nho qua trinh ti€u huy asparagin. Vi du nhu, thé lién hop 14 hitu dung trong
didu tri hodc san xuét dugc phim dé st dung trong didu tri bénh bach cau cap dong
nguyén bao lympho (ALL) & ca ngudi 16n va tré em, ciing nhu céc tinh trang khéc khi
qué trinh tiéu huy asparagin dugc ky vong la c6 tac dung hitu ich. Céc tinh trang nhu
vy bao gém, nhung khong chi gii han &: ung thu &c tinh, hodc ung thu, bao gdm
nhung khong chi gi¢i han ¢ ung thu mau 4c tinh, u lympho khong Hodgkin, u lympho
NK, ung thu tuy, bénh Hodgkin, bénh bach ciu cdp dong tiry, bénh bach ciu cip té bao
don nhan dong tdy, bénh bach cdu cip té bao lympho, sacoma lympho, sacom té bao
ludi, va sacom melanin. Ung thu mau khong ac tinh dap Gng véi qud trinh ti€u huy

asparagin bao gom bénh vé méau do hé mién dich gy ra, vi du, bénh truyén nhiém nhu
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bénh do nhiém HIV giy ra (nghia 13, AIDS). Bénh khong phai 1a bénh méu di kém véi
su phu thudc asparagin bao g6m bénh ty mién, vi du nhu viém khép dang thép, SLE,
tw mi&n, bénh colagen mach, AIDS, v.v.. C4c bénh tu mién khac bao gdm viém xwong
khdp, hoi chung Issac, vay nén, dai thdo duong phu thudc insulin, xo cliing rai réc,
viém tiéu nfo xo cung, luput ban dé toan than, sbt thép khép, bénh viém rudt (vi du,
viém rudt loét va bénh Crohn), xo gan mat nguyén phat, viém gan man tinh hoat dong,
viém tiéu ciu than, nhuoc co nang, pemphigut thong thudong va bénh Graves. Té bao
bi nghi ngo 1a gay bénh co thé dugc thir nghiém sy phu thudc asparagin trong mot thi
nghiém in vitro hodc in vivo thich hop bét ky, vi du, thir nghiém in vitro trong d6 moi
truong nudi cly thidu asparagin. Do d6, theo mot khia canh, séng ché dé cép dén
phuong phap diéu trj bénh c6 thé diéu tri dugc trén bénh nhan, phuong phap bao gdm
budce st dung trén bénh nhan luong c6 hiéu qua tthé lién hop theo sang ché. Theo mét
phuong 4n cu thé, bénh 1a ALL. Theo mdt phuong an cu thé, thé lién hop dugc st
dung trong qua trinh diéu tri bénh c6 thé didu tri duogc bing qué trinh tiéu huy
asparagin bao gdbm L-asparaginaza cia loai Erwinia, cu thé hon 1a Erwinia
chrysanthemi, va cu thé hon, L-asparaginaza bao gbm trinh tr SEQ ID NO:1. Theo
mot phuong an cu thé, thé lién hop bao gdbm PEG (vi du, mPEG) ¢6 trong lugng phan
t&r it hon hodc bing khoang 5000Da. Theo mdt phuong 4n cu thé hon, it nh4t khoang
40% dén 100% (vi du, géc lysin va/hodc dau N), dic biét hon nita 1a khoang 40% dén

55% hoidc 100% nhém amino c6 thé lién két dugc dugc PEG hoa.

Theo mdt phuong an, qua trinh didu tri bang thé lién hop theo sang ché s& dugc
stt dung 1a phép didu tri budc ddu. Theo mdt phuong én khéc, qué trinh diéu tri bang
thé lién hop theo sang ché s& duge sir dung 14 phép diéu tri ting cuong & bénh nhan,
dic biét 1a cac bénh nhin bi ALL, trong d6 cac triéu ching khach quan cua hién tuong
di tng hodc tdng nhay cam, bao gdm “tang nhay cam tiém 4n,” xudt hién khi st dung
cac ché pham asparaginaza khéc, cu thé 13, L-asparaginaza thu dugc tur Escherichia
coli nguyén gdc hoic dang duge PEG hoa cia no (pegaspargaza). Vi du khong lam
han ché v& triéu ching khach quan cua hién twong di ng hodc ting nhay cam bao gdm
xét nghiém “duong tinh khang thé” dbi v6i enzym asparaginaza. Theo mot phuong an
cu thé, thé lién hop theo sang ché dugc st dung trong phép diéu tri ting cuong khi
didu tri bang pegaspargaza. Theo mot phuong 4n cu thé hon, thé lién hop duoc st

dung trong phép diéu tri thir hai bao gdm L-asparaginaza cia loai Erwinia, cu thé hon
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1a Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon, L-asparaginaza bao gém trinh ty SEQ ID
NO:1. Theo mdt phuong an cy thé hon, thé lién hop bao gdm PEG (vi du, mPEG) ¢6
trong luong phén tir it hon hodc bang khoang 5000Da, cu thé hon khoang 5000Da.
Theo mot phuong an cu thé hon nita, it nhit khoang 40% dén 100% (vi du, gbc lysin
va/hodc ddu N), dic biét hon nita 12 khoang 40% dén 55% hodc 100% nhém amino c6

thé lién két dugce duoc PEG hoa.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri bénh bach
cau cép dong nguyén bao lympho bao gdm viéc sir dung trén bénh nhan can diéu tri
lwong c6 hidu qua diéu tri thé lién hop theo sang ché. Theo mdt phwong an cu thé, qua
trinh didu tri s& s dung lidu luong thé lién hop thay dbi trong khoang tir 1500IU/m*
dén 150001U/m?, thudng 1a nim trong khoang tir 10000 dén 150001U/m* (khoang 20
dén 30mg protein/mz), theo mot lich trinh tir khoang hai 1An mot tudn mot 1an mot
thang, thuong 1a mot lan trong mot tudn hodc mot lan trong nhidu tuan, lam hoat chét
duy nhét (vi du, phép diéu tri don) hodic 1a mot phan ctia phép diéu tri két hop véi cac
thubc hoa tri liéu, bao gdm, nhung khdng chi giéi han & glucocorticoit, corticosteroit,
hop chat chdng ung thu hodc cac hoat chét khéc, bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &
methotrexat, dexamethason, prednison, prednisolon, vincristin, xyclophosphamit va
anthraxyclin. Vi dy, bénh nhan bi ALL s& dugc s dung thé lien hop theo sang ché 1a
mot thanh phén cua phép hoa tri liéu bao gém nhiéu hoat chét trong 3 giai doan hoa tri
bao gdm kich thich, ciing c6 hoic ting cudng do, va duy tri. Vi du, thé lién hop khong
dugc st dung cung voi chét @e ché asparagin synthetaza (vi du, nhu cac chét wc ché
duoc d& cap trong cong bd don PCT s§ WO 2007/103290). Vi du khac, thé lién hop
khong dugc st dung cung voi chét wc ché asparagin synthetaza, nhung lai duoc st
dung cung véi cac chét hoa tri liéu khac. Thé lién hop c6 thé dugc sir dung trudc, sau
hodc dong thoi véi cac hop chét khac nhu mot phan ciia ché dd hoa tri liéu bao gém
nhiéu hoat chét. Theo mot phuong an cu thé, thé lién hop bao gdbm L-asparaginaza cua
loai Erwinia, cu thé hon 1a Erwinia chrysanthemi, va cy thé hon, L-asparaginaza bao
gbm trinh tr SEQ ID NO:1. Theo mét phuong an cu thé, thé lién hop bao gdbm PEG
(vi du, mPEG) ¢6 trong lugng phén tir it hon hodc bang khoang 5000Da. Theo mdt
phwong 4n cu thé hon, it nhit khoang 40% dén 100% (vi du, gbc lysin va/hodc dau N),
d3c biét hon nita 1a khoang 40% dén 55% hodc 100% nhém amino c6 thé lién két duge

dugc PEG hoa.

-29-



22665

Theo mdt phuong an cu thé, sang ché dé cap dén phuong phép bao gdm bude
sir dung thé lién hop theo sang ché véi lwong ndm trong khoang tir 1U/kg dén 25U/kg
(vidu, khoang 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, hoac 25U/kg) hodac mot luvong twong duong cliia ching (vi duy, tinh theo ham
lwong protein). Theo mot phuong 4n cu thé hon, thé lién hop duoc sir dung véi lugng
dugce chon tir nhom bao gdm céac gia tri 1a khoang 5, khoang 10, va khoang 25U/kg.
Theo mot phuong 4n cu thé khac, thé lién hop duoc sir dung véi liéu lugng nam trong
khoang tir 10001U/m2 dén 20000IU/m2 (vi du, 1000IU/m2, 20001U/m2, 3000IU/m2,
4000IU/m2, 5000IU/m2, 6000IU/m2, 70001U/m2, 8000IU/m2, 9000IU/m2,
100001U/m2, 11000IU/m2, 12000IU/m2, 130001U/m2, 14000IU/m2, 15000IU/m2,
160001U/m2, 170001U/m2, 18000IU/m2, 19000IU/m2, hodc 20000IU/m2). Theo mot
phuong an cu thé khac, thé lién hop dugc sir dung véi lidu lwong 1am giam ndng dd L-
asparagin dén ndng do khong thé phat hién duoc bing céach st dung phwong phap va
thiét bi da biét trong linh vuc k¥ thuit ndy trong mot thoi gian nim trong khoang tir 3
ngay dén 10 ngay (vi du, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, hodc 10 ngay) véi mot lidu duy nhat. Theo
mdt phuong an khéc, sang ché dé cap dén phuong phéap bao gbm bude str dung thé lién
hop theo sang ché tao ra dap ing mién dich thap hon & bénh nhan so vé6i khi st dung
L-asparaginaza khong dugc lién hgp. Theo mot phuwong 4n khéc, phuong phéap bao
gdm bude st dung thé lién hop theo séng ché c6 thoi gian ban hily tudn hoan in vivo
dai hon sau khi stt dung mot lidu duy nhét so v6i L-asparaginaza khong lién hop. Theo
mot phuong an, phuong phap bao gdm budc sir dung thé lién hop c6 ty,, dai hon so v6i
pegaspargaza dugc sir dung véi lidu luong protein twrong duong. Theo mot phuwong an
cu thé, phuong phép bao gbm budc st dung thé lién hop ¢6 ty, it nhét khoang 50, 52,
54, 56, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, hodc 65 giv V61 liéu luong khoang 50pg/kg (ham
luong protein). Theo mdt phuong an cu thé khac, phuong phép bao gbm bude sir dung
thé lién hop c6 t,, it nhét khoang 30, 32, 34, 36, 37, 37, 39, hodc 40 gid véi lidu luong
khoang 10ug/kg (ham lugng protein). Theo mdt phuong an cu thé khac, phuong phap
bao gdm budce st dung thé lién hop ¢ ty, it nhit nim trong khoang tir 100 dén 200 gi&
v&i lidu lugng thay ddi trong khoang tir 10000 dén 15000IU/m2 (20 dén 30mg
protein/mz). Theo mdt phuong an, phuong phép bao gbém budc st dung thé lién hop c6
AUC trung binh 16n hon it nhat khoang 2, 3, 4 hoic 5 14n so v&i pegaspargaza véi lidu

luong protein tuong duong. Theo mot phuong an khac, phuong phap bao gdm budc st
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dung thé lién hop theo sing ché c6 AUC 16n hon sau khi st dung liéu don so véi L-
asparaginaza khong lién hop. Theo mot phuong an cu thé, thé lién hop bao gdm L-
asparaginaza cua loai Erwinia, cu thé hon 1 Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon, L-
asparaginaza bao gém trinh ty SEQ ID NO:1. Theo mét phuong an cu thé, thé lién hop
bao gdbm PEG (vi du, mPEG) c6 trong lugng phan tir it hon hodc bing khoing
5000Da. Theo mdt phuong an cu thé hon, it nhit khoang 40% dén 100% (vi du, gbc
lysin va/hodc dau N), dac biét hon nita 1a khoang 40% dén 55% hodc 100% nhém

amino c6 thé lién két duoc duge PEG hoa.

Ty 1€ tai phat & bénh nhan bi ALL sau khi diéu tri bang L-asparaginaza van con
rét cao, v6i khoang 10 dén 25% bénh nhi bi ALL bi tai phat sém (vi du, mot s6 bi tdi
phat trong giai doan duy tri ¢ thoi diém 30 dén 36 thang sau giai doan diéu tri kich
thich) (Avramis va Panosyan, Clin. Pharmacokinet. (2005) 44:367-393). Néu bénh
nhan dugc diéu tri bing L-asparaginaza thu duoc tir E. coli bi tai phat, thi cac lan diéu
tri tiép theo bang ché pham tir E. coli ¢6 thé tao ra tac dung “chung ngira”, do d6 ché
pham tir E. coli s& gia ting hoat tinh sinh mién dich trong céc 14n st dung tiép theo.
Theo mot phuong 4n, thé lién hop theo séng ché c6 thé dugce st dung trong phuong
phap didu tri bénh nhan bi ALL tai phat da dugc diéu tri truée d6 bang céc ché phim
asparaginaza khdic, cu thé 1a nhitng bénh nhin di duoc didu tri trugec d6 bing

asparaginaza thu dugc tu £. coli.

Theo mét s& phuong 4n, viéc sir dung va phuong phap didu tri theo sang ché
bao gdm budc st dung thé lién hop L-asparaginaza c6 dic tinh hodc céac dac tinh duoc
@& cap theo sang ché (vi du, trong muc “thé lién hop L-asparaginaza PEG™) hodc muc
dudi day.

Duoc pham, dang bao ché va dudng dung:

Sang ché con dé cip dén dugc phdm chira thé lién hop theo sang ché. Theo mot
phuong 4n cu thé, duoc phém duoc chira trong lo & dang bot dong kho, s€ dugc hoan
nguyén bang dung modi, nhu dang L-asparaginaza dang dugc ban trén thi thuong hién
nay, khong phan biét ngudn vi khudn ndo duge st dung dé san xuit (Kidrolase®,
Elspar®, Erwinase®...). Theo m¢t phuong an khac, dugc phim ¢ dang dung dich

“pha sin dé sir dung”, nhu pegaspargaza (Oncaspar®), ngoai cach sir dung théng
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thuong, con ¢6 thé st dung theo cac dudong khac nhu, duge tiém bap, qua tinh mach

(truyén va/hodc tiém), ding trong v6 ndo — no that (icv), dudi da.

Thé lién hop theo sang ché, bao gdbm ca ché pham chira thé lién hop theo sang
ché (vi du, duge phdm) c6 thé duge sir dung cho bénh nhan bang cach sir dung céc k¥
thuat chudn. C6 thé thiy cac k§ thuat va dang bao ché trong tai lidu “Remington's

Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990”.

Dang liéu thich hop phu thude mat phén vao muc dich st dung hodc duong
dung, vi du nhu, qua duong miéng, qua da, qua niém mac, hodc theo dudng tiém
(ngoai duodng tiéu hod). Dang lidu nhu vay s& cho phép hoat chit diéu tri t6i duge té
bao dich hodc theo cach khac ¢6 tac dung didu tri mong mudn. Vi du nhu, dugc pham

dugc tiém vao dong mau thuong & dang dung dich.

Thé lién hop va/hodc duoc phdm theo sang ché c6 thé duoc bao ché & dang
mubi duoc dung va phire hop ciia chiing. Mudi duge dung 13 mubi khong doc khi &
ham luong va néngbdc} duoc st dung. Ché pham cac mudi nay c6 thé hd trg muc dich
stt dung bang cach bién dbi dic diém vat 1y clia hop chit ma khéng mét di tac dung
sinh ly. Céc cach thay ddi ddc tinh vat Iy hitu dung bao gdm giam nhiét dd nong chay
dé hd tro viée st dung qua niém mac va tang do hoa tan dé ho tro viée str dung & né)ng
do duoc chit cao hon. Mubi dugc dung cua asparaginaza co thé & dang phuc hé¢, nhu

da biét ro dbi v6i cac chuyén gia trong linh vue k§ thuét nay.

Mudi duge dung bao gdm mudi cong axit nhu mudi sulfat, hydroclorua,
fumarat, maleat, phosphat, sulfamat, axetat, xitrat, lactat, tartrat, metansulfonat,
etansulfonat, benzenesulfonat, p-toluensulfonat, xyclohexylsulfamat, va quinat. Mudi
dugc dung cling co thé thu dugc tir axit, bao gém axit hydrocloric, axit maleic, axit
sulfuric, axit phosphoric, axit sulfamic, axit axetic, axit xitric, axit lactic, axit tartaric,
axit malonic, axit metansulfonic, axit etansulfonic, axit benzensulfonic, axit p-

toluensulfonic, axit xyclohexylsulfamic, axit fumaric, va axit quinic.

Mudi duoc dung ciing bao gom cac mudi cong bazo nhu muodi benzathin,
cloprocain, cholin, dictanolamin, etylendiamin, meglumin, procain, nhom, canxi, lithi,
magie, kali, natri, amoni, alkylamin, va k&m, khi ¢6 cdc nhom chuc axit nhu axit

carboxylic hodc phenol. Vi du nhu, tham khao tai liéu “Remington's Pharmaceutical
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Sciences”. Co thé tao ra cac loai mudi nay bang cach st dung cac loai bazo tuong Gng

thich hop.

T4 dugc va/hodc chit mang duge dung ciing c6 thé duoc dua vao duge phim
theo sang ché dé hd tro viée sir dung asparaginaza. Vi du vé chét mang thich hop dé st
dung theo sdng ché bao gdm canxi cacbonat, canxi phosphat, cac loai dudng khic nhau
nhu lactoza, glucoza, hoic sucroza, hodc céac loai tinh bot, dan xuét xenluloza, gelatin,
dau thyc vat, polyetylen glycol, va dung mdi twong hop sinh 1y. Vi du vé dung moi
twrong hop sinh 1y bao gdm dung dich nuéc v6 trung dé pha nude pha tiém (WEFI),

dung dich mubi sinh ly va dextroza.

Dugc phdm theo séang ché co thé dugc st dung theo nhiu duong dung khac
nhau, bao gbém qua tinh mach, qua phic mac & bung, duéi da, qua co, qua duong
miéng, tai chd (qua da), hodc qua niém mac. Dé st dung toan than, viéc sir dung qua
dudng miéng duoc uu tién. Pé sir dung qua dudng miéng, vi du, hop chét co thé duoc
bao ché thanh dang liéu ding duong miéng thong thudng nhu vién nang, vién nén, va

dang bao ché 16ng nhu xi-rd, con thude va ché pham nho giot dang c6 dac.

Theo céch khic, c¢6 thé st dung duoc pham theo duong tiém (st dung ngoai
duong tiéu hod), vi du, tiém bép, tiém tinh mach, tiém phuc mac b bung, va tiém dudi
da. Dé st dun g theo duong tiém, dugc phém sé& dugc bao ché & dang dung dich long,
thuong & dang dung dich dém hodc dung dich twong hop sinh ly nhu dung dich mubi
sinh ly, dung dich Hank, dung dich Ringer. Ngoai ra, hop chit ¢6 thé dugc bao ché &
dang rin va duoc tai hoa tan hoic phan tin ngay trudc khi st dung. Vi du nhu, ¢6 thé
tao ra thé lién hop & dang dong kho. Theo mdt phwong an cu thé, thé lién hop duogc st
dung theo dudng tiém bip. Theo mdt phurong 4n cu thé khac, thé lién hop duogc sir

dung theo duong tiém tinh mach.

Viée str dung toan thin cling c6 thé dugc thuc hién theo dudng qua niém mac
hoic qua da. Pé st dung qua niém mac hoic qua da, chét thdm thich hop c6 thé thdm
qua cac hang rao s¢ dugc sir dung trong dang bao ché. Cac chét thdm da duogc biét ro
trong linh vuc ky thuat nay, va bao gém, vi du nhu dé st dung qua ni€ém mac la mubi
mat va dan xuét cta axit fusidic. Ngoai ra, chét téy c¢6 thé duoc st dung dé hd tro qué
trinh thAm. Viéc st dung qua niém mac c6 thé dugc thuc hién b@ing cach xit mii hoac

x0ng hit (dé phan phéi vao phéi), thude dat truc trang, hodc thudc dat am dao. Dé st
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dung tai chd, hop chét co thé duogc bao ché thanh thubc ma, sap, gel, hoac kem nhu da

duge biét o trong linh vuc k§ thuat nay.

Luong thé lién hop cin duoc phan phdi s& phu thudc vao nhiéu yéu t6, vi du
nhu, the ICs, ECs, thoi gian ban hdy sinh hoc cua hgp chét, tudi, kich thude, thé
trong, tinh trang thé cht cia bénh nhén, bénh hodc rbi loan cin dugc diéu tri. TAm
quan trong cua cac yéu to nay va cac yéu t6 khac cin phai xem xét da dugc biét ro ddi
v6i cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay. Thong thuong, lugng thé lién hop can
duogc st dung s& thay dbi trong khoang tir 10 [U/m* dén 50000IU/m* (dién tich bé mait
ctia co thé bénh nhan), trong d6 lidu luong thay dbi trong khoang tir 1000IU/m* dén
150001U/m? 1a duge wu tién, va t6t hon nita 13 thay ddi trong khoang tir 6000IU/m* d&én
150001U/m>, va dic biét tdt hon nita 1a ndm trong khoang tir 10000 dén 15000I1U/m”
(khoang 20 dén 30mg protein/m®) dé diéu trj bénh vé mau 4c tinh, vi dy, bénh bach
cau. Thong thuong, lidu s& duge st dung bang céach tiém bap hodc tiém tinh mach véi
khoang céch liéu 14 khoang 3 1in mot tuan dén mot 1an trong mot thang, thuong 1a mot
lan trong mot tudn hodc mot 1an trong nhiéu tuin trong qua trinh diéu tri. T4t nhién,
cac ché do lidu va/hoic ché d6 diéu tri khéac ciing c6 thé duoc str dung, va s& duoc

quyét dinh bai bac st diéu tri.

Theo cac phuong an cu thé, thé lién hop va/hodc duogc phém hodc dang bao ché
duoc st dung theo sang ché bao gdm L-asparaginaza cta loai Erwinia, cu thé hon 14
Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon, L-asparaginaza bao gbm trinh ty SEQ ID NO:1.
Theo mot phuong an cu thé, thé lién hop bao gdm L-asparaginaza ctia loai Erwinia, cu
thé hon 1a Erwinia chrysanthemi, va cu thé hon nita 1a L-asparaginaza bao gdm trinh
tw SEQ ID NO:1. Theo mét phuong 4an cu thé, thé lién hop bao gém PEG (vi du,
mPEG) c6 trong lugng phan tir it hon hoac bang khoang 5000Da. Theo mot phuong an
cu thé hon, it nhit khoang 40% dén 100% nhém amino (vi du, gbc lysin va/hodc dau

N) dugc PEG hoa.
Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Bao ché crisantaspaza tai to hop

Chung vi khudn tai tb hop dugc st dung dé san xuét protein L-asparaginaza
trn tai t& hop cta Erwinia chrysanthemi (con dugc goi 1a “r-crisantaspaza™) 1a chung

E. coli BL21 bi loai bo gen ansB (gen ma hdéa L-asparaginaza typ II ndi sinh cua £.
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coli ) dé tranh tap nhidm L-asparaginaza tai t& hop cua Erwinia chrysanthemi voi
enzym nay. Viéc loai b gen ansB dua trén phuong phép tai té hop twong dong va
chuyén nap thé thyc khudn duogc thuc hién theo 3 budc sau ddy: 1) ching vi khuén
(NM1100) biéu hién thé thuc khudn lambda khuyét thiéu bd trg chirc nang bao vé va
tai to hop ADN théng dugc bién nap dién trong té bao vi dugc bién nap plasmit théng
(catxet kanamyxin) chita gen kanamyxin ndm bén trinh tu dich nhan dién FLP (FRT).
Qua trinh tai td hop xay ra dé thay thé gen ansB bang catxet kanamyxin trong hé gen vi
khuén, tao ra chung AdansB; 2) qua trinh chuyén nap thé thuc khuin dugc su dung dé
két hop trinh tu catxet kanamyxin tir ching dansB NM1100 vao locut ansB trong
ching BL21. Qua trinh nay tao ra chiing E. coli BL21 bi loai bé gen ansB va khang lai
kanamyxin; 3) ching nay dugc bién nap bang plasmit trg gitip FLP dé tach gen
kanamyxin bing qua trinh tai té hop tuong ddng & trinh tw FRT. Hé gen cla ching
cubi cung (chiing BL21 dansB) duge doc trinh ty, khing dinh qua trinh loai bd hoan

toan gen ansB ndi sinh.

Trinh tw ADN dugce t6i wu cia E. coli mi héa L-asparaginaza clia Erwinia
chrysanthemi hoan thién dugc dung hgp vdi peptit tin hiéu ENX cua Bacillus subtilis
duoc xen vao vecto biéu hién. Vecto nay cho phép biéu hién L-asparaginaza tai t6 hop
cua Erwinia chrysanthemi dudi sy kiém soat cia doan khoi dau T5/lac lai duge kich
thich bang cach thém Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosit (IPTG) va tao ra tinh

khéng kanamyxin.

Chang BL21 dansB duge bién nap vecto biéu hién nay. Té bao duge bién nap
duoc str dung dé san xuét r-crisantaspaza bing phuong phap 1én men glucoza bé nap
trong moi truong Reisenberg. Qud trinh kich thich té bao dugc thuc hién 16 gio &
23°C bang chét kich thich IPTG. Sau khi thu hoach t6 bao va phéan giai bing phuong
phap ddng nhit hoa trong dém natri phosphat 10mM & pH=6 EDTA 5mM (dém A),
dung dich protein dugc lam trong bang phwong phap ly tim hai 1an & tdc dd 15000
vong/phut, sau d6 1a loc qua mang loc 0,45pm va 0,22um. L-asparaginaza tai t6 hop
cta Erwinia chrysanthemi duge tinh ché st dung phuong phap sdc ky va cd dic. Mot
cach van tit, diém ding dién theo ly thuyét cua L-asparaginaza cia Erwinia
chrysanthemi (7,23) cho phép enzym téi t6 hop hap phu 1én nhua trao ddi cation & pH
6. Do d6, enzym tai td hop duge bét giit trén cot Capto S (sic ky trao dbi cation) va

tach rira bang gradient mudi trong dém A. Cac phan doan chira enzym téi t6 hop duoc
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gom lai. Tiép theo, dung dich néi trén duogc tinh ché trén cot Capto MMC (séc ky trao
d6i cation) trong dém A bing gradient mudi. Cac phan doan dugc tich rira chua L-
asparaginaza cua Erwinia chrysanthemi dugc gom lai va c6 ddc trude khi tach protein
trén sac ky loai theo kich thudc str dung ¢t Superdex 200pg nhu mdt budc tinh ché.
Céc phan doan chtra enzym tai td hop dugc gom lai, c6 ddc va loc thAm tach v6i dém
natri phosphat 100mM pH 8. D¢ tinh khiét ctia ché phdm L-asparaginaza cua Erwinia
chrysanthemi duoc danh gia bing SDS-PAGE (Fig. 1) va RP-HPLC va it nhat 12 bing
90%. Mirc d6 nguyén ven cua enzym tai to hop duoc khing dinh bing phuong phép
doc trinh tu dau N va LC-MS. Hoat tinh enzym dugc xéac dinh & 37°C st dung hoa
chét Nessler. Hoat tinh dic hiéu cua L-asparaginaza tai t6 hop tinh khiét ciia Erwinia
chrysanthemi 1a khoang 600U/mg. Mot don vi hoat tinh enzym dwoc dinh nghia 1a

lrong enzym giai phong 1pmol amoniic tir L-asparagin tinh theo phut & 37°C.
Vi du 2: Bao ché thé lién hop L-asparaginaza- mPEG 10kDa

Dung dich L-asparaginaza cia Erwinia chrysanthemi dugc khudy trong dém
natri phosphat 100mM & pH=8,0 & ndng dd protein tir 2,5 dén 4mg/ml, khi c6 mat
mPEG-NHS 10kDa ndng d0 150mg/ml hoic 36mg/ml, trong 2 gid & 22°C. L-
asparaginaza- mPEG 10kDa tho thu dugc dugc tinh ché bang sic ky loai theo kich
thudce str dung cdt Superdex 200 pg trén may tinh ché Akta UPC 100. Phan doan chira
protein duoc gom lai va co dic dé tao ra ndng do protein tir 2 dén 8mg/ml. Hai thé lién
hop L-asparaginaza-mPEG 10kDa duoc tao ra theo cach nay, khac nhau vé mirc do
PEG hoé dugc xac dinh bang thtr nghiém TNBS v6i L-asparaginaza khong dugc bién
dbi 1a dbi chimg, mot thé lién hop twong tmg v6i mirc PEG hoa hoan toan (100%
nhém amino c6 thé lién két duge (vi du, gbe lysin va/hodc dau N) duge lién hop twong
g v6i muc d6 PEG hoa 78% tdng sb nhom amino (vi du, gbc lysin va/hodc dau N));
thé lién hop tht hai twong (mg v6i mirc @ PEG hod mot phén (39% tdng s nhom
amino (vi du, gbc lysin va/hodc diu N) hodc khoing 50% nhém amino c6 thé lién két
duoc (vi du, gbe lysin va/hodc diu N)). Phéan tich SDS-PAGE céc thé lién hop dugc
thé hién trén Fig. 2. Thé lién hop thu dugce & dang mot bang gin nhu dong nhat khong

chira r-crisantaspaza khong dugc bién doi & muc c6 thé phat hién duogc.
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Vi du 3: Bao ché thé lién hop L-asparaginaza — mPEG 5kDa

Dung dich L-asparaginaza cta Erwinia chrysanthemi dugc khudy trong dém
natri phosphat 100mM & pH=8,0 & ndng do protein 4mg/ml, khi c6 mit mPEG-NHS
5kDa véi ndng d6 150mg/ml hodc 22,5mg/ml, trong 2 gidr & 22°C. L-asparaginaza-
mPEG 5kDa thd thu dugc dugc tinh ché bing sic ky loai kich thude sir dung cot
Superdex 200 pg trén may tinh ché Akta UPC 100. Phin doan chira protein dugc gom
lai va cb dic dé tao ra ndng do protein tir 2 dén 8mg/ml. Hai thé lién hop L-
asparaginaza-mPEG 5kDa dugc tao ra theo ciach nay, khic nhau vé muc d6 PEG hoa
duoc xac dinh bing thir nghiém TNBS véi L-asparaginaza khoéng dugc bién doi 1a ddi
chung, mot thé lién hop twong tng véi mitc d6 PEG hoéa hoan toan (100% nhém
amino c6 thé lién két duoc (vi du, gdc lysin va/hodc dau N) duge lién hop twong ting
v6i mirc 40 PEG hod 84% tong sé nhom amino (vi du, gbc lysin va/hodc dau N)); thé
lién hop tht hai tuong tng véi PEG hod mot phan (36% téng s6 nhém amino (vi du,
gbc lysin va/hodc dau N) hoic khoang 43% nhém amino c6 thé lién két dugc (vi du,
gbc lysin va/hodc dau N)). Phan tich SDS-PAGE céc thé lién hop dugc thé hién trén
Fig. 2. Thé lién hop thu dugc & dang mot bing gin nhu ddéng nhét khong c6 r-

crisantaspaza khong dugc bién dbi & mirc co thé phat hién duoc.
Vi du 4: Bao ché thé lién hop L-asparaginaza — mPEG 2kDa

Dung dich L-asparaginaza cta Erwinia chrysanthemi dugc khudy trong dém
natri phosphat 100mM & pH=8,0 & ndéng do protein 4mg/ml, khi c6 mit mPEG-NHS
2kDa vé6i ndng do 150mg/ml hodc 22,5mg/ml, trong 2 gio & 22°C. L-asparaginaza-
mPEG 2kDa thd thu duge duge tinh ché bing sic ky loai kich thudc st dung cot
Superdex 200 pg trén may tinh ché Akta UPC 100. Phan doan chira protein dugc gom
lai va c6 dic dé tao ra ndng do protein tir 2 dén 8mg/ml. Hai thé lién hop L-
asparaginaza-mPEG 2kDa duogc tao ra theo cach nay, khac nhau vé mtrc d6 PEG hoa
duge x4c dinh bing thir nghiém TNBS v6i L-asparaginaza khong dugc bién déi 1a déi
chimg, mot thé lién hop twong tng véi mic dd PEG hod hoan toan (100% nhom
amino c6 thé lien két duoc (vi du, gbc lysin va/hoic diu N) duoc lién hop twong tmg
v6i mite o PEG ho4 86% téng s6 nhom amino (vi du, gde lysin va/hodc dau N)); thé
lién hop tht hai tuong tng véi PEG hod mot phan (47% téng s6 nhém amino (vi dy,
gbc lysin va/hodc dau N) hodc khodng 55% nhém amino c6 thé lién két duge (vi du,

gbc lysin va/hodc dau N)). Phan tich SDS-PAGE cac thé lién hop dugc thé hién trén
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Fig. 2. Thé lién hop thu dugc & dang mot bang gan nhu dongnhat chira khong chira r-

crisantaspaza khong duoc bién ddi c6 thé phat hién duoc.

Vi du 5: Hoat tinh cua thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza

Hoat tinh L-asparaginaza aminohydrolaza cta timg thé lién hop dwoc dé cép

trong cac vi du trudc dugc xdc dinh bang qua trinh Nessler hoa amonidc dugc giai

phong tir L-asparagin nhd hoat tinh enzym. Mot cach van tat, 50pL dung dich enzym

duoc tron voi L-asparagin 20mM trong dém Natri borat SOmM pH=8,6 va u trong 10

phiit & 37°C. Dimng phan {mg bang cach thém 200puL hoa chét Nessler. Mirc do hap thy

cia dung dich nay dugc do & budc song 450 nm. Hoat tinh dugc tinh tir duong cong

hiéu chinh thu duge tir ddi ching amoni sulfat. Két qua dugc néu trong bang 2, dudi

day:

Bang 2: Hoat tinh cta thé lién hgp mPEG-r-crisantaspaza

Maiu * mol PEG/ Hoat tinh dac Ty 1€ hoat
mol monome** hiéu tinh t}rong
[U/mg] doi
r-crisantaspaza-mPEG 10kDa 40% 7,0 543 87
r-crisantaspaza-mPEG 10kDa 100% 14,1 541 87
r-crisantaspaza-mPEG SkDa 40% 6,5 501 81
r-crisantaspaza-mPEG 5kDa 100% 15,1 483 78
r-crisantaspaza-mPEG 2kDa 40% 8,5 524 84
r-crisantaspaza-mPEG 2kDa 100% 15,5 515 83
r-crisantaspaza - 622 100

* cac con sO “40%” va “100%” chi ra mic d6 PEG hod xap xi cia lan lugt 40% dén

55% va 100% nhém amino c6 thé lién két duoc (Vi du 2 dén 4, da dan).

** ty 1€ mol PEG/mol monome dugc ngoai suy tir sb litu st dung thir nghiém TNBS,

véi gid thiét rang tat cd cdc nhom amino cua protein (vi du, goc lysin va dau N) déu co

thé lién két duoc.
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Hoat tinh du thira ciia thé lién hgp mPEG-r-crisantaspaza thay ddi tir 483 dén
543U/mg. Sb lidu nay la twong ung v6i 78 dén 87% hoat tinh L-asparagin

aminohydrolaza ctia enzym khong dugc bién doi.
Vi du 6: T4c dung tiéu hity L-Asparagin cla crisantaspaza khong dugc bién déi

Pic diém duoc dong hoc ctia Erwinase® dugc xac dinh trong thé dong vat lai
B6D2F1 (c6 hoat luc mién dich, con cdi), do Charles River Germany cung cép.
Erwinase® la crisantaspaza dugc ban trén thi truong (L-asparaginaza cia Erwinia
chrysanthemi). Mot cach véan tét, 2 dong véat trong mot nhém duge ti€m Erwinase®
tinh mach mot mii duy nhét vai lidu 5, 25, 125, hoic 250U/kg thé trong. Tai cac thoi
diém 1 gid trude khi tiém va 6 gio, 12 gio, 24 gio, va 48 gio sau khi tiém, mau huyét

tuong duogc 1y tir hbc mit va phan tich ndng do L-asparagin trong huyét tuong.

Nong do axit amin trong huyét trong duge xac dinh bang bo kit phan tich axit
amin PICO-TAG (Waters). Mot cach vén tit, mau huyét twong duoc khir protein hoa
bang phuong phap két tiia metanol. Axit amin tu do trong dich ndi sau ly tam dugc tao

dan xuét bang phenylisothioxyanat va dinh lugng bang RP-HPLC.

Nhu duge thé hién trén Fig. 3, cac liéu lugng 5 va 25U/kg khong c6 hidu qua
trong viéc giam ndng dd L-asparagin & chudt sau khi st dung qua dudng tinh mach.

Chi ¢6 liéu 250U/kg méi gy ra qua trinh tiéu huy hoan toan sau 48 gio.

Két qua ndy di ching minh han ché 1dm sang cta Erwinase®, mot
crisantaspaza khong duogc bién ddi, cin phai duoc st dung lén téi 3 1an mot tudn &
bénh nhan bi ALL, ddng thoi khi tiém gy dau va ¢ lidu cao thudong gy ra dap Gng di

mg va hoat tinh sinh mién dich.

Vi du 7: Tac dung tiéu huy L-asparagin va hoat tinh L-asparaginaza trong huyét twong

sau khi dung mdt liéu duy nhét 6 thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza

Pic diém dugc dong hoc va duoc dong hoc cia 6 thé lien hop mPEG-r-
crisantaspaza khac nhau duoc danh gia & mau dong vat lai B6D2F1 (c6 hoat lyc mién
dich, con cai), do Charles River Germany cung cip. Sau thé lién hop dwoc thir nghiém
khac nhau & kich thudc phan tir cia PEG (2, 5 hodc 10kDa) va & mirc d0 PEG hoa
(PEG hoa tdi da va PEG hoa mét phdn). Crisantaspaza khong dugc bién ddi

(Erwinase®) duoc st dung la dbi ching. Mot cach van tat, 4 dong vat trong mot nhom
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duoc tiém mot mii duy nhét thé lién hop qua tinh mach véi lidu 5U/kg thé trong va
Erwinase® v&i lidu 250U/kg thé trong. Tai cac thoi diém -1 gio trude khi dung thudc
va 6 gio, 24 gio, 48 gio, 96 gio va 192 gio sau khi tiém, mau huyét twong duoc 1dy tir
héc mit cta ting dong vat va phén tich ndng do L-asparagin va hoat tinh enzym du

thira trong huyét twong.

Noéng do axit amin trong huyét tuong duge xac dinh bang bd kit phén tich axit
amin PICO-TAG (Waters). Mt cach vin tit, miu huyét twong dugc khir protein héa
biang phuong phap két tia metanol. Axit amin ty do trong dich ndi sau ly tdm duogc tao

dan xudt bang phenylisothioxyanat va dinh lugng bing RP-HPLC.

Hoat tinh enzym trong huyét twong dugc xéc dinh bing thir nghiém tao mau. L-
aspartic B-hydroxamat (AHA) dugc st dung la co chit. Enzym nay thiy phan AHA
thanh L-Asp va hydroxylamin, dugc danh gia & budc séng 710nm sau khi ngung tu
bing 8-hydroxyquinolin va oxy hoa thanh indooxin. (Analytical Biochemistry 309
(2002): 117-126).

Nhu duoge thé hién trén Fig. 4, thé lién hop duge st dung véi lidu luong SU/kg
cho thdy kha ning tiéu huy L-asparagin it nhit 12 t6t bang Erwinase® 250U/kg, cho
thdy qua trinh PEG ho4 da gia ting kha ning cua protein 1én it nhit 50 1an. T4t ca cac
thé lién hop déu c6 kha ning twong ty nhau, giam ndng do L-asparagin trong huyét
tuong trong 2 ngay, trir thé lién hop 5kDa-100% c6 thoi gian tac dong dai hon (96 gid
= 4 ngay so v6i 48 git = 2 ngay ddi véi cac thé lién hop khéc).

Do d06, viéc gia tang kich thudc cia PEG trong thé lién hop véi r-crisantaspaza
tr 2kDa dén 5kDa lam ting kha ning va thoi gian tic dong cla thé lién hop. Tuy
nhién, ngac nhién 13, khi gia ting kich thudc cia PEG 1én 10kDa lai khong lam tang
thém hoat luc va thoi gian tdc dong cua thé lién hop hon nita, thAm chi viéc nay con
lam giam hoat lyc va thoi gian tac dong so voi thé lién hop dugc PEG hoa tdi da béng

mPEG 5kDa .

Hoat tinh enzym 1a phu hgp véi mic do ti€u hily L-asparagin. Nhu duogc thé
hién trén Fig.5, thé lién hop 5kDa-100% c6 AUC 16n nhat, cho thdy thoi gian ban huy
dai hon. AUC thdp hon quan sét duoc & thé lién hop PEG-40% (PEG héa mot phan)
50 voi PEG-100% (PEG téi da) déi voi thé lién hop duge PEG hoa bing mPEG 2kDa
va 5kDa va khéng thdy c6 su khic biét gifta cac thé lién hop10kDa.
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Phu hop véi két qua mic do tidu hiy L-asparagin, viéc gia ting kich thudc
phén tr cua PEG duogc lién hop r-crisantaspaza tir 2kDa 1én 5kDa tao ra hoat tinh L-
asparaginaza trong vong tuan hoan dai hon. Tuy nhién, ngac nhién 13, khi gia tang kich
thudce ctia PEG 1én 10kDa khong lam tdng thém nita hoat tinh enzym in vivo cla thé
lién hop, thdm chi viéc nay con lam gidm hoat tinh enzym in vivo so voi thé lién hop
duge PEG hoa tbi da bing mPEG 5kDa. Ciing dang chi y 1, khi r-crisantaspaza dugc
monoPEG hod tai ddu N biang mPEG trong lwong phéan tir cao (nghia 13, 40kDa),
khong c6 anh hudng dang ké 1én do 6n dinh in vitro clia enzym dbi v6i qué trinh thiry

phan protein (khéng néu két qua).

Vi du 8: Tac dung phu thudc lidu cia hai thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza 1én L-

asparagin trong huyét twong

Pic diém duogc dong hoc cua 2 thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza khac nhau
duoc danh gia & mau dong vat lai B6D2F1 (c6 hoat lyc mién dich, con céi), do Charles
River Germany cung cip. Thé lién hop dugc thir nghiém 1a r-crisantaspaza dugc PEG
hoa téi da bang mPEG 2kDa (100%) va r-crisantaspaza dugc PEG hoa t6i da biang
mPEG 5kDa (100%) & 3 lidu luong khac nhau. Mot cach vén tit, 8 dong vt trong mot
nhom duge tiém mot miii duy nhat qua tinh mach thé lién hop r-crisantaspaza véi lidu
5, 25 hodc 50U/kg thé trong, twong tng v&i 10, 50 hodc 100ug protein/kg. Dé lam dbi
chirng, Oncaspar® dugc thu nghiém & liu 1 don vi/kg, twong tng véi 10ug
protein/kg. Tai cac thoi diém -1 gio trude khi ding thude va 6 gio, 24 gid, 48 giv, 96
gio, 192 gio va 240 gi¢ sau khi tiém, méu huyét trong duoc liy tir hoc mit cla ting
dong vat va phéan tich ndéng do L-asparagin va hoat tinh enzym du thira trong huyét

tuong.

Nong do axit amin trong huyét tuong dugc xac dinh bang bo kit phan tich axit
amin PICO-TAG (Waters). Mot cach vin tat, mau huyét twong duoc khir protein hoa
bing phuong phap két tia metanol. Axit amin tu do trong dich ndi sau ly tim dugc tao
dan xuit bang phenylisothioxyanat va dinh luong bang RP-HPLC.

Téc dung phu thudc liéu cua thé lién hop lén ndng d6 L-asparagin trong huyét
tuong dugce thé hién trén Fig. 6. Nhu duoc thé hién trén Fig. 6A va 6B, ca hai thé lién
hop déu c6 hiéu qua cao trong viéc tiéu hiy L-asparagin. Déi vai thé lién hop 2kDa

100%, quan sat dugc mirc do tiéu huy hoan toan trong 3, 6 va it nhét 14 10 ngay lan
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lugt & cac lidu 5U, 25U va 50U/kg. Ddi vai thé lién hop SkDa 100%, qua séat dugc
mrc d6 tidu huy hoan toan trong 3, 10 va it nhit 1a 10 ngay 1an luot & cac liéu 5U, 25U
va 50U/kg. D6i voi ca hai thé lién hop duge st dung, cac lidu 5, 25 va 50U/kg dugc
thir nghiém tuong tng véi 10, 50 va 100 pg/kg tinh theo ham lugng protein, 1a lugng
protein rt thap khi so v6i cac ché pham L-asparaginaza c6 bén trén thi trudng hién
nay. That vdy, Erwinase® 250U/kg tuong Gng voi khodng 520pug/kg, va Oncaspar®
1U/kg tuong tng véi khoang 10pg/kg (ham luong protein). Fig. 6C chi ra rang khi st
dung mot luong protein tuong duong (10ug/kg) thé lién hop 2kDa-100%, thé lién hop
5kDa-100% hodc Oncaspar® s€& tao ra muc d¢ tiéu huy L-asparagin twong tu nhau

trong 72 gio.
Vidu9: Dac diém dugc dong hoc cua 2 thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza

Pac diém dugc dong hoc cua 2 thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza khic nhau
duoc danh gia & mau dong vat lai BED2F1 (c6 hoat lyc mién dich, con céi), do Charles
River Germany cung cip. Thé lién hop duoc thir nghiém Ia r-crisantaspaza dugc PEG
hoa tdi da bang mPEG 2kDa (100%) va r-crisantaspaza dugc PEG hoa tbi da (100%)
bing mPEG 5kDa & 3 lidu luong khic nhau. Crisantaspaza khong dugc bién ddi
(Erwinase®) & liéu 250U/kg va Oncaspar® & lidu 1U/kg duge thir nghiém lam déi
chirng. Mot cach vén tét, 8 dong vat trong mdt nhom duge tiém mot miii duy nhét qua
tinh mach lidu 5, 25 hoac 50U/kg thé trong thé lién hop r-crisantaspaza so voi
~ Erwinase® va Oncaspar®. Tai cac thoi diém -1 gio trude khi dung thudc va 6 gio, 24
gio, 48 gio, 96 gio va 192 gid sau khi ti€m, mau huyét tuong dugc liy tir héc mit cta
ting dong vat va phan tich ndng dd L-asparagin va hoat tinh enzym du thira trong

huyét twong.

Hoat tinh enzym trong huyét tuong duge x4c dinh bang thir nghiém tao mau. L-
aspartic B-hydroxamat (AHA) dugc su dung la co chat. Enzym nay thiy phan AHA
thanh L-Asp va hydroxylamin, dugc danh gid & budc séng 710nm sau khi ngung tu
bang 8-hydroxyquinolin va oxi héa thanh indooxin. (Analytical Biochemistry 309
(2002): 117-126).

Dé tinh thoi gian ban hiy, duong phu hop t6i da ngoai suy ciia cic hoat tinh
trong huyét twong twong tGng thu dugc bing céac sir dung cong cu ham MS-excel. Gia

tri hoat tinh 4m tinh dugc loai ra khoi phép tinh toan.
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Thong s | Dinh nghia

Apax Hoat tinh enzym du thtra tdi da
tAmax Thoi gian dat A, sau khi boc 1 voi mau xét nghiém
dAmax Khoang thoi gian ti da duy tri A hodc A trén 0

Thoi gian ban hily cta hoat tinh enzym du thira trong huyét twong dugc tinh tir
cong thirc sau s dung cdng cu ham trong MS-excel va cong thirc twong Gng cua
dwong phi hop nhét ngoai suy:

Trung binh:
-In2xt

t =
L CYATD)

trong d6 t;, 12 thoi gian bén hity, t 1a thoi didm xac dinh, ¢, hoat tinh trong huyét
twong du thira tai thoi diém xéac dinh va ¢, 1a hoat tinh trong huyét twong du thira tai
thoi diém ban dau.

Dién tich duéi duong cong (AUC) dugc tinh bing cach sir dung chwong trinh
phin mém duge dong luc hoc, vi du, SigmaPlot Versionl1. Két qua duogc dong hoc

duoc néu trong bang 3 va 4, dudi day, va Fig.7 dén 9.
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Bang 3:

Dugc dong hoc so bd cuia qua trinh didu tri bang Erwinase® liéu 250U/kg thé trong,

Pegaspargaza (Oncaspar®) lidu 1U/kg thé trong, hodic thé lién hop mPEG-r-

crisantaspaza 2kDa 100% (hoat tinh enzym trong huyét twong du thira)

Thong s6 | Erwinase® | Pegaspargaza 2kDa/ 2kDa/ 100% | 2kDa/ 100%
1U/kg thé trong | 100% 5U/kg | 25U/kg thé | 50U/kg thé
thé trong trong trong
Amax 83,9U/1 6U/ 14U/1 153U/1 208U/1
tAmax 6 giv 90 phut 90 phut 6 giv 6 giv
dAmax 18 givy 46,5 gio 70,5 gio 2385gi0 | 238,5gid
lonhon0 | Ti6gy | 20PhUtdendd | o5 it dén | 90 phutdén | 90 phut dén
dén 24 giod glo 72 gidy 240 gidy 240 gid
AUC 1205 222 627 12446 28349
(trung
binh)
tin 6 gio 28 gid 31 gidy 55 gioy 85 gid
Béng 4:

Duoc dong hoc so bd cla qud trinh diéu tri béng Erwinase® liéu 250U/kg thé trong,

Pegaspargaza (Oncaspar®) lidu 1U/kg thé trong, hodc thé lién hop mPEG-r-

crisantaspaza 5kDa 100% (hoat tinh enzym trong huyét twong du thira)

Théng sb Erwinase® | Pegaspargaza 5kDa/ S5kDa/ 5kDa/
1U/kg thé 100% 100% 100%
trong 5U/kg thd | 25U/kgthé | 50U/kg thé
trong trong trong
Anax 83,9U/1 6U/l 18U/1 188U/1 226U/

t Amax 6 giv 90 phut 90 phut 6 gid 48 gidy
dAmax 18 gioy 46,5 gidy 94,5 gid | 238,5gid | 2385 gid
l6nhon 0 | Tir6 gio dén | 20 PRULAEN48 | o0 i dén | 90 phit dén | 90 phit dén

24 gidy g1o 96 gid 240 gidy 240 gidy
AUC (trung 1205 222 798 19748 33151
binh)
tin 6 giv 28 gid 38 gidy 63 gio 104 gioy
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Két qua chi ra ring qué trinh PEG ho4 r-crisantaspaza kéo dai dang ké thoi gian
ban hily so véi crisantaspaza, va theo kidu phu thudc lidu (Bang 3 va 4, Fig. 7 dén 9).
Ngoai ra, khi so sdnh & cung mot lidu lugng, AUC duoc xéac dinh dbi véi thé lien hop
5kDa-100% la cao hon so v&i thé lién hop 2-kDa-100%. C6 su khéc biét 21%, 37% va
14% dugc thdy & thé lién hop 5kDa-100%, & 1an luot céc lidu 5, 25 va 50U/kg (Fig. 8).
Thé lién hop 5kDa-100% ciing c6 thoi gian ban huy dai hon so v6i Oncaspar® khi
duge thir nghiém & cung mot lidu lvong tinh theo ham luong protein, nhu dugc thé
hién trén Fig. 9 va trong céc thong s6 duogc déng hoc thu duge néu trong bang 4. Dac
diém dugc dong hoc vuot troi dbi voi thé lién hop cta Erwinia 1a dang ngac nhién, vi
L-asparaginaza thu dugc tir E. coli da dugc biét 1a c6 thoi gian ban hiy dai hon &
ngudi va & dong vat so voi L-asparaginaza thu dugc tr Erwinia chrysanthemi
(crisantaspaza). Do do6, co thé du doan mot cach logic 1a thdi gian ban huy ctua L-
asparaginaza dugc PEG hoa cua E. coli (pegaspargaza) la dai hon so véi thoi gian ban
hiy ctia r-crisantaspaza dugc PEG héa. Tuy nhién, rit bat ngd 13, r-crisantaspaza dugc

PEG héa lai c6 thoi gian ban hity dai hon so v&i pegaspargaza.

Bang 5 dudi day néu két qua dugce dong hoc va duge luc hoc thu dugc tir mot
vai thtr nghiém, bao gdm cac thir nghiém duge mo ta trong vi du 7 dén 9, cho thiy: 1)
ca thé lién hop 2kDa-100% va 5kDa-100% déu c6 kha ning cao trong viéc gia tang
hoat luc va thoi gian tdc dung cua crisantaspaza, nhu dugc thé hién boi su khac biét
dang ké quan sat dugc so voi Erwinase®; 2) thé 1ién hop 5kDa-100% c6 tac dung kéo
dai hon so véi ca thé lién hop 2kDa-100% va Oncaspar®, nhu dugc thé hién boi thoi
gian ban huy dai hon quan sat dugc ¢ tht ca cac lidu luong duoc thir nghiém. Két qua
kém hon mot cach dang ngac nhién thu duoc voi thé lién hop 10kDa-100% cho thay
rang loi ich ctia viéc PEG hod s& gia tdng cung vdi kich thudc ctia PEG dugc gén voéi
crisantaspaza nhung khong quéa 5kDa. PEG trong luong phan tir cao hon khong tao ra
thém loi ich gi, va, it nhét trong truong hgp 10kDa, con c6 hai. Diéu nay 1a khong
mong doi va ngugc hoan toan voi két qua quan sat duoc, vi dy, khi Holtsberg va cac
dong tac gia lién hop cac PEG c6 trong luong phan tir khac nhau véi arginin
deaminaza, moOt enzym phan hiy axit amin khac dugc phéan l4p tir vi sinh vét. Trong
cac nghién ctru do, chic nang dugc dong hoc va duge dong hodc cua enzym arginin

deaminaza gia ting khi kich thuéc PEG lién hgp gia tdng tir trong luong phan tu
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5000Da 1én 20000Da (Holtsberg, F.W., Journal of Controlled Release 80 (2002), 259-
271),).

Béang 5
Erwinase® 2kDa-100% 5kDa-100% mPEG- Oncaspar®
mPEG-r- r-crisantaspaza

crisantaspaza

Lidu (pg/kg) 520 10 50 10 50 10 50
Lidu (U/kg) 250 5 25 5 25 1 5

T (h) 6 31 55 38 63 28 51
Thoi gian qua 2 2 dén 3 6 3 dén 4 10+ 3 8+
trinh tiéu hay L-

asparagin (ngay)

Ngoai ra, nhu duge thiy chi tiét dudi day, két qua hoat tinh sinh mién dich chi
ra ring thé lién hgp 10kDa-100% c6 hoat tinh sinh min dich khong thé chip nhan
dugc, mot nhuogce diém chinh can xem xét khi st dung hop chit cho bénh nhan bi di
g voi L-asparaginaza cua E. coli hodc da phat trién khang thé khang L-asparaginaza.
Theo khia canh nay, thé lién hop 10kDa-100% thuc su Ia khong thich hop. Thé lién
hop 2kDa-100% va 5kDa-100% la thich hop hon, va thé lién hop 5kDa-100% la déc
biét thich hop.

Vi du 10: Hoat tinh sinh mién dich

Hoat tinh sinh mién dich cua thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza dugc xac dinh
& mau dong vat lai B6D2F1 (c6 hoat luc mién dich, con cai), do Charles River
Germany cung cip. Pong vt duoc diu tri hai 1An mot tudn vao céac tudn 1, 2, 3, 4, va
8 bang cach tiém tinh mach Erwinase® voi lidu 250U/kg thé trong va tit ca cac thé
lién hop r-crisantaspaza voi lidu 5U/kg thé trong. Mau huyét thanh dugc liy & cac thoi
diém -1 gid trude khi diéu tri va sau 1 tudn, 2 tudn, 4 tun, 6 tudn va § tuén tr hdc mit.
Nbng d6 khang thé khang crisantaspaza hodc khang mPEG-r-crisantaspaza trong huyét
thanh duge xé4c dinh bing thi nghiém ELISA. Két qua dugc thé hién trén Fig. 10 va
11.
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Hiéu gia khang thé khang crisantaspaza cao dugc quan sat thdy & Erwinase®
b4t dau tir tudn thu 2 va dugce duy tri trong toan bd giai doan nghién ciru. Nguoc lai,
khong quan sat duoc ndng do khang thé dang ké dbi vai thé lien hop r-crisantaspaza

(Fig.10).

Nhu dugc thé hién trén Fig. 11, qué trinh san xuét khang thé khang thé lién hop
duoc duy tri & cuong do va tin sudt thip ddi véi thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza
2kDa va 5kDa, va gia tang v6i gia tri va tin sudt cao hon dbi voi thé lién hop mPEG-t-
crisantaspaza 10kDa. Khong c6 su khac biét rd rang gitra thé lién hop dugc PEG hod

mdt phdn va ti da (khéng néu két qua).

Do d6, két qua nay ching minh rang phuong phap PEG hoa dugc chon da lam
giam hoat tinh sinh mién dich cua thé lién hop so voi L-asparaginaza khong dugc bién
doi, giam dang ké dép tng khang thé khang crisantaspaza. Tuy nhién, van phat hién
duoc khang thé khang thé lién hop, dic biét 1a véi thé lién hop 10kDa, va véi cudng
do thip hon véi thé lién hop 2kDa va 5kDa.

Nhu vy, ¢ thé két luan 13, khi st dung mPEG khong qua 5kDa, qué trinh PEG
hoa da thanh cong trong viéc cai thién dic tinh duoc dong hoc, hoat luc va thoi gian
tac dung cua r-crisantaspaza, dong thoi lam giam hoat tinh sinh mién dich so v&i
protein khong dugc bién ddi, v4i hoat luc va thoi gian tdc dong gia tdng cung véi kich
thudce ctua polyme duge sir dung, thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza SkDa c6 hoat luc
cao hon mot chit so vai thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza 2kDa. Tuy nhién, néu gia
ting thém nita kich thudc ciia PEG 1én 10kDa s&€ khong thé gia tang hoat luc va thoi
gian tac dong hon nita, vi thé lién hgp mPEG-r-crisantaspaza 10kDa c6 hoat luc in
vivo thip hon so véi thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza 5kDa, mac du c6 hoat luc in
vitro tuong tu nhau. Ngoai ra, thé lién hop mPEG-r-crisantaspaza 10kDa c6 hoat tinh
sinh mién dich khong thé chap nhéan dugc, 1a két qua khong mong do¢i so vdi cac két
qua da dugc cong bd véi cac protein khéc.

Trong khi mot s6 phuong 4n va ing dung cua sang ché da dugc mo ta chi tiét
theo cach minh hoa va bang vi du, cc chuyén gia trong linh vyc kg thudt nay hiéu
rang sé c6 thé co nhiéu bién ddi duge tao ra dbi véi phwong 4n trén ma khong vuot ra

khoi pham vi ctia sang ché.
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YEU CAU BAO HO
1. Thé lién hop chtia L-asparaginaza cta Erwinia chrysanthemi c6 d§ tuong dong vé
trinh ty it nhit 14 90% so v&i trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1 va

polyetylen glycol (PEG), trong d6 PEG nay c6 trong luong phén tr nho hon hodc
bang 5000Da.

2. Thé lién hop theo diém 1, trong d6 L-asparaginaza c6 do tuong ddng vé trinh tur it

nhét 12 99% so véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1.

3. Thé lién hop theo diém 1, trong d6 L-asparaginaza tuong ddéng véi trinh tu néu
trong SEQ ID NO:1.

4. Th& lién hop theo diém bét ky trong sb céc diém tir 1 dén 3, trong d6 PEG ¢6 trong
lugng phan tir it nhét 1a 500Da.

5. Thé 1ién hop theo diém 3, trong d6 PEG c¢6 trong luong phén tir bang 5000Da, nhd
hon 5000Da, nho hon 4000Da, nho hon 3000Da, hodc nho6 hon 2500Da.

6. Thé lién hop theo diém 1, trong d6 L-asparaginaza tuong ddng voi SEQ ID NO:1 va
PEG c0 trong lugng phan tu bing 5000Da.
7. Thé 1ién hop theo diém bét k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 PEG dugc lién
két cong hoa tri vdi mot hodc nhiéu nhom amino ctia L-asparaginaza.
8. Thé lién hop theo diém 7, trong d6 PEG duogc lién két cong hoa tri v6i mot hodc
nhiéu nhém amino bang lién két amit.
9. Thé lién hop theo diém 7 hoic 8, trong d6 PEG dugc lién két cdng hoa tri voi tur
40% dén 100% s nhom amino c6 thé lién két duge.
10. Thé lién hop theo diém 9, trong d6 PEG dugc lién két cong hoa tri voi tir 40% dén
90% tdng s6 nhém amino.
11. Thé lién hop theo diém bt ky trong s cac didm tir 1 dén 10 c6 cong thirc:
Asp-[NH-CO-(CH2)x-CO-NH-PEG]n
trong d6 Asp la L-asparaginaza, NH la mdt hodc nhidu nhom NH cua gbc lysin
va/hoic ddu N cua Asp, PEG la gbc polyetylen glycol, n 1a gid tri thé hién it nhét
14 40% dén 100% sb nhom amino c6 thé lién két dugc trong Asp, va x 1a sd

nguyén nim trong khoang tir 1 dén 8.
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Thé lién hop theo diém 11, trong d6 n 13 gia tri thé hién it nhat 12 40% dén 100%
s nhém amino cia cac gdc lysin va/hodic cic nhém amino c6 dau tan cung chtra N
trong Asp.

Thé lién hop theo diém 11 hodc 12, trong d6 x 1a s6 nguyén nam trong khoang tir 2
dén 5.

Thé lién hop theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 13, trong d6 PEG la
monometoxy-polyetylen glycol.

Thé lién hop theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 13, trong d6 thé lién hop
nay c6 hoat tinh in vitro it nhét 1a 70% so véi L-asparaginaza khi khong dugc lién

hop véi PEG.

16.Thé lién hop theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 &n 13, trong d6 thé iién hop

nay chira PEG c6 trong lugng phan tir bing 5000 Da c6 hoat tinh enzym du thira
in vivotang l€n so v6i L-asparaginaza cia Erwinia chrysanthemidugc lién hop voi

it nhit mét phén tir PEG c6 trong lwong phan tir 10000 Da.

17.Thé lién hop theo diém bat k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 13, trong d6 thé lién hop

18.

19.

20.

21.

22.

nay c6 tinh sinh mién dich giam khi dugc sir dung cho dbi twong 13 ngudi qua man
cam vo6i L-asparaginaza clia E. coli.

Phuong phép tao thé lién hop néu trong diém bt ky trong sé cac diém tir 1 dén 13,
trong d6 phuong phap nay bao gdbm budc két hgp mot luong chit tht PEG v6i mot
lwong L-asparaginaza trong dung dich dém trong khoang thoi gian du dé c6 lién
két cong ho4 tri gitra chit thir PEG v6i L-asparaginaza.

Phuong phép theo diém 18, trong d6 dung dich dém c6 d6 pH nim trong khoang tir
7,0 dén 9,0.

Phuong phap theo diém 19, trong d6 dung dich dém c6 d6 pH nam trong khoang tir
7,5 dén 8.5.

Phuong phép theo diém 18, trong d6 lugng L-asparaginaza 1 ndng do protein ndm

trong khoang tir 0,5mg/ml dén 25mg/ml.

Phuong phap theo diém 21, trong d6 lwong L-asparaginaza 14 ndng do protein nim

trong khoang tir 2mg/ml dén 20mg/ml.
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Phuong phép theo diém 21, trong d6 lugng L-asparaginaza la ndng do protein nim

trong khoang tir 3mg/ml dén 15mg/ml.

Phuong phédp theo diém 18, trong d6 luong PEG & mirc sao cho ty 1€ mol du caa

polyme so véi cdc nhém amino trong L-asparaginaza nhé hon khoang 20:1.

Phuong phép theo diém 24, trong d6 luong PEG & mitc sao cho ty 1€ mol du cia

polyme so véi cac nhém amino trong L-asparaginaza nhé hon 10:1.

Phuong phép theo diém 24, trong d6 luong PEG & mitc sao cho ty 1€ mol du cta

polyme so véi cac nhém amino trong L-asparaginaza nhé hon 8:1.

Phuong phap theo diém bt ky trong sé cac diém tir 18 dén 26, trong d6 PEG la

monometoxy-polyetylen glycol.
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