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Linh vyc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phéap diéu ché thé tiép hop polypeptit ¢ hoat
tinh sinh ly hoc dic hiéu vi tri, cu thé hon 1a phuong phap diéu ché thé tiép hop
ndy véi hidu suat cao bang cach lién két polypeptit cé hoat tinh sinh 1y hoc véi
polyme khong peptidyl .

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Peptit bi bién tinh mot cach dé dang do d6 6n dinh thdp cia ching, suy
bién boi proteaza in-vivo, va bai tiét qua thén do kich thudc tuong dbi nhé cia
ching. Do d6, & duy tri ndng d6 dic biét trong mau ctia thube peptit & dang hoat
tinh ctia n6, can thiét ding thudc peptit thudng xuyén cho nguoi bénh. Tuy nhién,
thudc peptit thuong duoc ding dudi dang ché phim tiém, va viéc dung thuong
xuyén nhu vdy s& vd cling bét tién cho bénh nhan. P& giai quyét van dé nay, da
phét trién mot sé phuong phap, vi du, phuong phap chuyén van thubc peptit nho
hit qua miéng-hong hozc miii-hong bang cach 1am ting tinh thdm cua thube peptit
qua mang sinh hoc, phuong phap cai bién trinh tur axit amin dic hiéu nhay véi
proteaza (vi du, trinh tu axit amin GLP-1 dé ngan ngua sy hao hut hiéu gia bai
dipeptidyl peptidaza) dé lam én dinh peptit bing cach trc ché su suy bién boi
enzym, va phuong phap bd sung bing hoa hoc polyme khong peptidyl véi kha
nang hoa tan cao nhu polyetylen glycol (PEG), trén bé mit cia peptit.

PEG, di dugc st dung nhu mdot trong nhitng polyme khong peptidyl,
khong gén két dac hiéu vé6i vi tri ddc hiéu hodc nhidu vi tri clia peptit dich dé dat
duge hiu qua cta viée ting trong lwgng phén tir cia peptit, PEG-peptit thu dugc
can dugc su hao hut qua thin va thity phan bing enzym, ma khong gdy ra tac
dung phu bét ky. Vi du, Céng bd don qubc t& s6 WO 2006/076471 mé ta vide
tang luc hoat tinh sinh ly hoc ctia peptit loi niéu natri nfo typ B (BNP - B-type
natriuretic peptide) duoc st dung 1am tdc nhén trj liéu bénh suy tim sung huyét
bang cach gin két PEG vao do, va patent M¥ s6 6,924,264 md ta viée tang thoi
gian Iuu tr in-vivo ctia thudc exendin-4 bang con duong gin két PEG véi 8¢

lysin cta ching.
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Céc phuong phép nay kéo dai thoi gian luu tra in-vivo ctia thudc peptit
bang cach lam tang trong luong phén tr cia PEG, nhung khi trong lugng phén tir
tdng, hiéu gid cua thudc peptit giam dang ké. Ngoai ra, PEG khong gin két dic
hiéu c6 thé bao vé mién hoat tinh cia polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y hoc dé 1am
giam déng ké hoat tinh cta polypeptit.

Do d6, cin phat trién phuong phap diéu ché thé tiép hop cua polypeptit c6
hoat tinh sinh Iy hoc va polyme khong peptidyl cai tién, trong d6 polyme duoc
lién két véi peptit theo cach dic hiéu vi tri khong giy anh hudng dén hoat tinh ctia
polypeptit.

Céc tac gia sang ché da hoan thanh sang ché bang viéc khing dinh rang
thé tiép hop polypeptit ¢ hoat tinh sinh ly hoc c6 polyme khong peptidyl dugc
lién két dic hiéu vi tri c6 thé duge didu ché véi hidu suét cao béng cach diéu
chinh d6 pH va ham lugng ruou cta méi trudng phan tng.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Do d6, mot muc dich cia sang ché 1a @& xuit phuong phap diéu ché véi
higu suét cao thé tiép hop polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hoc trong dé polyme
khong peptidyl duoc gan két dic hiéu vi tri véi polypeptit ¢ hoat tinh sinh ly hoc.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phép diéu ché thé tiép hop
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy hoc dic hiéu vi tri, bao gém cac budc: i) cho
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy hoc phan ting v6i polyme khong peptidyl trong méi
trrong phan ing chira lugng ruou dic hiéu va c6 d6 pH dic hidu dé c6 thé gdn két
polyme khong peptidyl véi vi tri dich ctia polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy hoc; va
ii) tdch va tinh ché polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy hoc thé tiép hop ra khoi hdn hop
phan tng ctia budc (i) bang sic ky trao ddi ion st dung rugu.

M0 ta vit tit cac hinh vé

Céc dau hiéu va d6i tugng trén ddy va cac ddu hiéu va déi tuong khac cta
sang ché s& dugc hiéu 15 hon véi phan moé ta dudi ddy cia sang ché, khi dugc két
hop v6i cac hinh vé& kém theo, 1an luot thé hién:

Fig. 1: profin tinh ché cta cac chat ddng phén vi tri ciia DA-exendin-4-
PEG bang céch sir dung c6t SOURCE S;
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Fig. 2: profin tinh ché cta céc chét ddng phén vi tri cia CA-exendin-4-
PEG béng céch sir dung c6t SOURCE S;

Fig. 3: d6 thi thé hién cac chit ddng phan duoc peg hoa Lys27 thu dugce
khi CA-exendin-4 dugc peg héa & cac do pH khéac nhau;

Fig. 4: d thi thé hién cac chét ddng phan duoc peg hoa Lys27 thu duogc
khi CA-exendin-4 dugc peg héa & cac do pH khac nhau va & EtOH 45%.

Fig. 5: d6 thi thé hién cac chit déng phan dugc peg hda Lys27 thu duoc
khi CA-exendin-4 dugc peg hda & 46 pH 7,5 va véi luong etanol (%) khac nhau;

Fig. 6: dd thi thé hién cac chit ddng phan duoc peg hda Lys27 thu dugc
khi CA-exendin-4 dugc peg héa & do pH 7,5 va véi lugng isopropanol (%) khac
nhau;

Fig. 7: phén tich SDS-PAGE ciia CA-exendin-PEG-Fc globulin mién dich;

Fig. 8: phan tich SDS-PAGE ctia CA-exendin-PEG Lys12 va Lys27;

Fig. 9: profin phén tich ciia cac chit ddng phan duge peg hoda Lys12 cia
CA-exendin-4 bang cach lap ban dd peptit;

Fig. 10: profin phan tich ctia cac chat ddng phan dugc peg hoa Lys27 cta
CA-exendin-4 bang cach lap ban dd peptit;

Fig. 11: profin tinh ché ctia c4c chét d6ng phan vi trf cia oxyntomodulin-
PEG bing cach sir dung ¢t SOURCE S;

Fig. 12: profin tinh ché cia céc chit dong phén vi trf cia imidazo-axetyl
oxyntomodulin-PEG bang cach st dung c6t SOURCE S;

Fig. 13: profin phan tich ciia cdc chit ddng phan dugc peg hoa Lys30 cta
oxyntomodulin bang cach I4p ban dd peptit;

Fig. 14: profin tinh ché cua thé tiép hop cia imidazo-axetyl
oxyntomodulin-PEG va Fc globulin mién dich bing cich st dung cdt SOURCE
Q;

Fig. 15: phén tich SDS-PAGE cuia thé ti€p hop cta imidazo-axetyl
oxyntomodulin-PEG va Fc globulin mién dich;

Fig. 16: profin tinh ché ctia cic chét dong phén vi tri cia PEG tuong tu
oxyntomodulin bing cach sir dung cot SOURCE S;

Fig. 17: profin phan tich ctia cdc chét ddng phan dugc peg hda Lys27 cta
chit twong tw oxyntomodulin biang cach 1ap ban dd peptit;

Fig. 18: profin tinh ché cua cac chét ddng phan vi tri ciia PEG tuong tu
imidazo-axetyl oxyntomodulin bang cach st dung cdt SOURCE S;

Fig. 19: profin phan tich ctia cdc chit dong phan dugc peg hoa Lys27 cua
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chét tuong tyr imidazo-axetyl oxyntomodulin bang céach 1ap ban dd peptit;

Fig. 20: profin tinh ché cua thé tiép hop ctia PEG trong tu imidazo-axetyl
oxyntomodulin va Fc globulin mién dich bang cach str dung ¢t SOURCE Q;

Fig. 21: phén tich SDS-PAGE cua thé tiép hop ctia PEG tuong tu imidazo-
axetyl oxyntomodulin va Fc globulin mién dich;

Fig. 22: profin tinh ché cta cac chit ddng phén vi tri cia GLP-1-PEG
bang cach sir dung cot SOURCE S;

Fig. 23: profin phan tich clia cac chat dong phan dugc peg héa Lys34 cia
GLP-1 bang cach 1ap ban db peptit;

Fig. 24: profin tinh ché cta cac chét ddng phén vi tri cta imidazo-axetyl
GLP-1-PEG bang cach st dung ¢t SOURCE §;

Fig. 25: profin phan tich ctia cac chat ddng phan dugc peg hda Lys34 cua
imidazo-axetyl GLP-1 bang cach lap ban dd peptit;

Fig. 26: profin tinh ché cua thé tiép hgp cta imidazo-axetyl GLP-1-PEG
va Fc globulin mién dich bang cach sir dung cdt SOURCE Phe;

Fig. 27: phén tich SDS-PAGE ciia thé tiép hop cua imidazo-axetyl GLP-1-
PEG va Fc globulin mién dich;

Fig. 28: profin tinh ché cua cac chét dong phan vi tri cia GLP-2-PEG
bang cach sir dung cdt SOURCE S;

Fig. 29: profin phan tich ctia c4c chat ddng phan dugc peg hoa Lys30 cua
GLP-2 bang cach 1ap ban db peptit;

Fig. 30: profin tinh ché ctia cac chét ddng phén vi tri cta imidazo-axetyl
GLP-2-PEG bang cach st dung ¢t SOURCE ;

Fig. 31: profin tinh ché cua thé tiép hop cia imidazo-axetyl GLP-2-PEG
va Fc globulin mién dich béng cach sir dung ct SOURCE Phe;

Fig. 32: phan tich SDS-PAGE ciia thé tiép hop cua imidazo-axetyl GLP-2-
PEG va Fc globulin mién dich;

Fig. 33: profin tinh ché cia cac chét dong phan vi tri cta insulin-PEG
(B1F) ctia ngudi bang cach st dung cot SOURCE S;

Fig. 34: profin tinh ché cta cac chét dong phan vi tri cda insulin-PEG
(A1G) ciia ngudi bang cach st dung cdt SOURCE S;

Fig. 35: profin tinh ché ctia cac chat ddng phan vi tri cta insulin-PEG
(B29K) ctia ngurdi bang céch sir dung ¢t SOURCE §; va

Fig. 36: profin phan tich ctia cac chit ddng phan dugc peg hoa A1G, BIF,
hodc B29K cua insulin ctia ngudi bang cach 1ap ban dd peptit.
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M0 ta chi tiét sang ché
Sang ché dugc mé ta chi tibt dusi day.

Séng ché dé xuét phuong phap diéu ché thé tiép hop polypeptlt c6 hoat
tinh sinh 1y hoc dc hiéu vi tri, bao gdm céc buéc:

i) xtr ly polypeptit ¢ hoat tinh sinh ly hoc véi polyme khong peptidyl
trong moi truong phan ng chta lugng rugu dic hiéu va ¢ dd pH dic hidu dé co
thé gin két polyme khong peptidyl véi vi tri dich cta polypeptit c6 hoat tinh smh
ly hoc; va

ii) tdch va tinh ché polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy hoc thé tiép hop ra khoi
hdn hop phan tng clia budce (i) bang sic ky trao ddi ion sir dung ruoqu.

Thé tiép hop polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y hoc theo sang ché ding dé chi
chit chira polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy hoc va dau tan cia polyme khong
peptidyl dugc lién két cong hoa tri véi nhau, va khac biét & chd, lién két
polypeptit véi polyme trong cac diéu kién dic biét va tach thé tiép hop polypeptit
thu dugc 6 polyme dugc lién két trén vi tri dich cua no.

Thuat ngit “polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy hoc hodc peptit” sir dung trong
ban md ta nay dung dé chi peptit ¢6 thé ¢6 hoat tinh sinh ly hoc in-vivo, vi du, ¢6
thé 1a dugc chon tir nhém bao gbm peptit huéng insulin, yéu t6 mau, hormon tiéu
héa, hormon huéng v thugng than, hormon tuyén giap, hormon rudt, xytokin,
enzym, yéu t6 sinh trudng, peptit than kinh, hormon hypophyseotropic, hormon
kich thich tuyén yén, peptit chdng béo phi, peptit khang virut, va din xuét peptit
khong tu nhién ¢6 hoat tinh sinh ly hoc, nhung khong giéi han ¢ d6. Cu thé hon,
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy hoc hodc peptit dugc chon tir nhém bao gdm
erythropoietin, GM-CSF (yéu t4 kich thich quin thé bach ciu hat-dai thuc bio),
amylin, glucagon, insulin, somatostatin, PYY (peptit YY), NPY (peptit thin kinh
Y), GLP-1, GLP-2, exendin-4, oxyntomodulin, ghrelin, angiotensin, bradykinin,
canxitonin, corticotropin, eledoisin, gastrin, leptin, oxytoxin, vasopressin, LH
(hormon lutein héa), prolactin, FSH (hormon kich thich nang tring), PTH
(hormon tuyén can gidp), secretin, sermorelin, hGH (hormon ting trudng cua
ngudi), peptit gidi phong hormon sinh truéng, G-CSF (yéu td kich thich quén thé
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bach cdu hat), interferon, interleukin, peptit gidi phéng prolactin, orexin, peptit
giai phong tuyén giap, cholecystokinin, peptit trc ché gaxtrin, calmodulin, peptit
gidi phong gaxtrin, motilin, peptit rudt van mach, ANP (peptit 1¢i niéu natri tdm
nhi), BNP (peptit 1¢i ni€u natri ndo), CNP (peptit loi niéu natri typ C), neurokinin
A, neuromedin, renin, endothelin, peptit sarafotoxin, peptit carsomorphin,
dermorphin, dynorphin, endorphin, enkepalin, yéu t4 té bao T, yéu té gay hoai tir
khdi u, thu thé yéu td gdy hoai tur khdi u , thu thé urokinaza, yéu t trc ché khéi u,
chét trc ché colagenaza, thymopoietin, thymulin, thymopentin, tymosin, yéu tb thé
dich tuyén trc, adrenomodulin, allatostatin, méanh beta-protein amyloit, peptit diét
khuén, peptit chéng oxy hod, bombesin, osteocalcin, CART peptit, E-selectin,
ICAM-1, VCAM-1, leucokin, kringle-5, laminin, inhibin, galanin, fibronectin,
pancreastatin, va fuzeon. Ngoai ra, polypeptit ¢4 hoat tinh sinh Iy hoc bao gém
tién chét, dan xuét, manh, hodc bién thé cua ching.

Polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy hoc dugc uu tién dugc st dung trong séng
ché 1a exendin, insulin, GLP-1, GLP-2, oxyntomodulin, ghrelin, angiotensin,
bradykinin, canxitonin, hodc din xuit cia ching. Din xuét cua ching c6 thé dugc
diéu ché, vi dy, b%lng cach thay thé hoa hoc (vi du, alpha-metyl héa hoic alpha-
hydroxyl héa), khuyét doan (vi du khir amin hoa hodc khuyét doan cacbon) hogc
cai bién (vi du N-metyl hoa) ciia cic nhom bét ky trén mot gbe axit amin, va cu
thé 1a diéu ché din xuét exendin duoc md ta chi tiét trong don yéu ciu cip patent
Han quéc s6 2008-69234.

Trong khi d6, thuét ngit “polyme khong peptidyl” sir dung trong ban mo ta
nay dung dé chi polyme tuong hop sinh hoc bao gdm hai hoidc nhiéu don vi 1ap lai
dugc lién két v6i nhau bang lién két cong ho tri chi khéc 1a lién két peptit.

Polyme khong peptidyl ¢6 thé duoc sir dung trong sang ché c6 thé 1a dang
dugc chon tir nhém bao gdém polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme
cua etylen glycol va propylen glycol, rugu polyhydric dugc polyoxyetyl héa, rugu
polyvinylic, polysaccarit, dextran, polyvinyl etyl ete, polyme dé bi vi sinh vat pha
hity nhu PLA (poly(axit lactic)) va PLGA (axit polylactic-glycolic), polyme lipit,
kitin, axit hyaluronic, va td hop cta ching, va duoc wu tién 1a polyetylen glycol.
D4n xuét cta ching, 1a da biét trong linh vuc k§ thuat ndy hoic dugc diéu ché
mdt cach dé dang bdi ngudi ¢ hiu biét trong linh vuc ky thuat ndy, cling nim
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trong pham vi ctia sing ché. Polyme khong peptidyl c6 thé dugc sir dung theo
sang ché thuc hién chirc ning dé 1am tdng trong luong phan tir cia polypeptit ¢
hoat tinh sinh 1y hoc dé ngin ngira viéc mét thé tiép hop qua than. Polyme khong
peptidyl bit ky, chimg nio ma nd bén véi proteaza in-vivo, c6 thé dugc st dung
ma khong cin gi6i han bét ky. Trong luong phan tir ctia polyme khong peptidyl ¢o
thé nam trong khoang tir 0,5 dén 100 kDa, t&t hon 14 nim trong khoang tir 0,5 dén
20 kDa, va ty 1¢ mol thich hop ctia polypeptit c¢6 hoat tinh sinh 1y hoc va polyme
khong peptidyl c6 thé dugc chon nim trong khoang tir 1:1 dén 1:50.

Polyme khong peptidyl duge st dung trong séang ché c6 nhém phan tng &
mot diu hodc & ca hai dau. Trong truong hgp polyme khdng peptidyl c6 nhom
phan tng & c4 hai dau, n6 ¢6 thé gén két v6i chit mang c6 hoat tinh sinh ly hoc va

thudc protein ho trg hoat dong chirc nang nhu ché phdm c6 tac dung 1au dai.

T4t hon 13, nhém phan tmg & mot dau hodc & ca hai diu cia polyme
khong peptidyl dugc chon tir nhém bao gdm nhém aldehyt phéan ung, nhém
propionaldehyt, nhém butyraldehyt, nhém maleimit va nhém sucxinimit. Vi du vé
nhém sucxinimit bao gdm sucxinimidyl propionat, sucxinimidyl butanoat,
hydroxy sucxinimidyl, sucxinimidyl carboxymetyl, hodc sucxinimidyl cacbonat.
Cu thé, khi polyme khong peptidyl c6 nhom aldehyt phén ung hodc nhém
sucxinimidyl phan tmg & mot dau, hiéu qua 1 lién két & ca hai ddu véi polypeptit
¢6 hoat tinh sinh Iy hoc va globulin mién dich v6i cac phan ting khong dic hiéu &
murc t6i thiéu. Nhém phén Gng aldehyt gin két mot cach c¢6 chon loc vé6i du tan
cing N & d pH thip, va c6 thé gin két véi gbc lysin dé thu dugc amin lién két &
do pH cao nhu pH 9,0. Ngoai ra, nhom phan g sucxinimidyl c6 thé tao thanh
lién két amit bén véi ddu tan amino hodc gbc lysin & d6 pH nim trong khoang tir
7,0 d&n 9,0.

Ngoai ra, c4c nhém phan tng & ca hai d4u cia polyme khong peptidyl co
thé 13 gidng nhau hoic khac nhau. Khi polyetylen glycol ¢ nhom hydroxyl phéan
mg & c4 hai ddu cua no dugce dung lam polyme khong peptidyl, nhém hydroxyl
c6 thé dugc hoat héa thanh cac nhém phan g khac nhau bang céc phén tng hda
hoc da biét, hoic polyetylen glycol ¢6 ban trén thi trudng c¢6 nhém phan tng da
duoc cai bién c6 thé duoc st dung.
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Budéc (i) ctia sang ché 13 diéu ché thé tiép hop polypeptit c6 hoat tinh sinh
Iy hoc bang cach lién két dic hiéu vi tri polyme khong peptidyl véi polypeptit ¢o
hoat tinh sinh ly hoc trong moi truong phan Gng thich hop.

Thuét ngir “ddc hi¢u vi tri” hodc “mang tinh dic hiéu vi tri” sit dung trong
ban md ta nay dung dé chi lién két polyme khdng peptidyl vao vi tri axit amin
dich dic hiéu cua polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hoc, t&t hon 12 amin cia gbc lysin
hodc dau tan cing N. Lién két diic hiéu vi tri hogc lién két c6 thé ngan nglra su tao
thanh ctia thé tiép hop nglu nhién trong d6 polyme khong peptidyl duoc lién két
v6i gdc axit amin quan trong vé mat sinh 1y hoc. Vi du, khi polyme khong
peptidyl gan két véi ddu tan cung N cua exendin-4, hoat tinh in-vitro cia exendin-
4 bi giam, nhung khi polyme khong peptidyl gin két véi gbe lysin, hoat tinh in-
vitro dugc duy tri. Cu thé, khi polyme khong peptidyl gan két v6i gbe lysin thir 27
chir khong phai 1a gbe lysin thir 12, da quan sat dugc hoat tinh in-vitro cao hon
nhiéu (xem Vi du 10 va Bang 2).

Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring sy c6 mit cliia rugu trong moi
truong phan tmg va d pH ctia mdi trudng phan tmg & budc (i) 1a cac yéu td quan
trong ddi véi lién két dic hidu vi tri cta polyme khong peptidyl va polypeptit ¢
hoat tinh sinh 1y hoc. Do d6, & budc (i) cua sang ché, polyme khong peptidyl tro
nén lién két v6i vi tri dic hiéu cla polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y hoc, bang cach
su dyng mdi trudng phan Ung chira ham luong rugu ddc hiéu va c6 do pH dic
hiéu.

Theo phuong 4n dic biét clia sang ché, ty 16 cua chét ddng phén vi trf dic
hidu cua thé tiép hop polypeptit c6 thé thay ddi dua trén co s& do pH cua moi
truong phan ng, hodc dya trén co sé ndng d6 (%) cua rugu & cung d¢ pH. Do d6
c6 thé lién két polyme khong peptidyl v6i axit amin mong muén ciia polypeptit ¢6
hoat tinh sinh ly hoc theo cach dic hiéu vi tri.

Nghia 13, buéc (i) ciia sang ché duoc tién hanh & do pH dic hidu dé co thé
gin két polyme khong peptidyl véi vi tri mong muén (hodc dich), tirc 1a khong
gy anh hudéng dén hoat tinh cia polypeptit. Khoang gia tri pH c6 thé phu thudc
vao cac dang polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy hoc. Vi du, trong trudng hop an peptit
huéng insulin (vi du, exendin-4), chit dong phan trong d6 polyme dugc lién két
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v6i lysin thir 12 da quan sét rd & do pH thip ctia méi trudong phan ung, trong khi
d6 da quan sét & chat dong phan trong d6 polyme dugc lién két voi lysin tha 27
khong giy anh hudng dén hoat tinh insulinotropic & d6 pH cao cua méi truong
phan tmg (xem Vi du 3 va Fig. 3). Do d6, t&t hon 14 bude (i) dugc tién hanh & do
pH ndm trong khoang tir 7,5 dén 9,0 sao cho polyme khong peptidyl dugc lién
hop mét cach c6 chon loc véi lysin thir 27.

Ngoai ra, buédc (i) ctia sang ché dugc tién hanh trong mdi trudng phan Gng
chtra rrgu sao cho polyme khong peptidyl c6 thé gin két vé6i vi tri khong gdy anh
huéng dén hoat tinh cia polypeptit. Vi du vé ruou bao gdm rugu bac mat, bac
hai, va bac ba, tét hon 14 ruou c6 sb nguyén tir cacbon nim trong khoang tir mot
dén mudi, t6t hon nita 1a etanol hoic isopropanol. Trong trudong hgp peptit huéng
insulin (vi dy, exendin-4), rugu c6 thé c6 mait trong moi trudong phan Gng, véi
lugng nam trong khoang tlr 0,1% dén 100% thé tich, t&t hon 13 nim trong khoang
tir 25% dén 90%, t6t hon nita 1a nim trong khodng tir 35% dén 60%, tinh theo
téng thé tich ciia moi trudng phan tng, dé c6 thé gin két polyme khong peptidyl
v6i lysin thir 27 ma khong giy anh huéng dén hoat tinh insulinotropic.

Theo mdt phuong 4n ciia sang ché, khi polypeptit c¢6 hoat tinh sinh ly hoc
1a exendin-4 hoic din xuét cia chiing, do pH duoc st dung & budce (i) ¢6 thé nim
trong khoang tir 7,0 dén 10,0 dé lam tang ty 1¢ gén két ciia polyme khong peptidyl
v6i Lys27. Theo phuong 4n khéc ciia sang ché, khi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly
hoc 1a canxitonin, 40 pH dugc st dung & bude (i) ¢6 thé ndm trong khoang tir 4,0
dén 6,0 dé lam tang ty 16 gén két ctia polyme khong peptidyl v6i ddu tan ciing N.
Theo phuong 4n khac cia sang ché, khi polypeptit c6 hoat tinh sinh ly hoc 1a
oxyntomodulin hogc din xuét cia chung, do pH dugce st dung & bude (i) co thé
nim trong khoang tir 7,0 dén 10,0 dé lam ting ty 1& gin két cua polyme khong
peptidyl v6i Lys27 hodc Lys30. Theo phuong 4n khic ciia sdng ché, khi
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy hoc 1a insulin ctia ngudi hodc dan xuit cta ching,
d6 pH dugc sit dung & budce (i) c6 thé nam trong khodng tir 4,0 dén 6,0 dé lam
ting ty 1& gin két cua polyme khong peptidyl v6i ddu tan cing N cia Phel
(phenylalanin th@ nhat) trong mach B. Theo phuong 4n khac ciia sang ché, khi
polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hoc 14 insulin cia nguoi hodic din xuét cia ching,
do pH dugc st dung & bude (i) ¢ thé nam trong khoang tir 7,0 dén 10,0 dé 1am
tang ty 1& gan két ctia polyme khong peptidyl v6i dau tan cing N cia Glyl (glyxin
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thir nhat) trong mach A, hodc véi Lys29 (lysin thr 29) trong mach B. Theo
phuong 4n khéc ctia sang ché, khi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly hoc 1a GLP-1
hozc din xuit ciia chung, do pH dugc st dung & bude (i) c6 thé nim trong khoang
tir 7,0 dén 10,0 dé lam ting ty 1& gén két ciia polyme khong peptidyl vai Lys34.
Theo phuong 4n khéc ciia sang ché, khi polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hoc 1a
GLP-2 hoic din xuét cua chiing, 40 pH duoc sir dung & budc (i) c6 thé ndm trong
khoang tir 7,0 dén 10,0 dé lam tang ty 1& gén két cia polyme khong peptidyl véGi
Lys30.

Do d6, thé tiép hop polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hoc dic hiéu vi tri duge
uu tién theo sang ché 1a thé tiép hop exendin-4 trong d6 PEG dugc lién két voi
Lys27, thé tiép hop canxitonin trong d6 PEG dugc lién két v6i dau tan cung N,
oxyntomodulin thé tiép hop hoic chit tuong tu cta no trong 6 PEG duoc lién két
v6i Lys27 hodc Lys30, thé tiép hop insulin cta ngudi hogic chit twong tu cia né
trong d6 PEG duogc lién két voi du tan cung N cua Phel trong mach B, du tan
cung N cua Gly1 trong mach A, hodc v6i Lys29 trong mach B, hoic thé tiép hop
GLP-1 hodc GLP-2 trong d6 PEG dugc lién két v6i Lys34 hodc Lys30.

Theo khia canh dugc uu tién cia sang ché, din xuét peptit (hodc chét
trong ty) c6 thé dugce st dung dé tao diéu kién thuan loi lién két ddc hiéu Vi tri
gilta polyme khong peptidyl va polypeptit ¢ hoat tinh sinh Iy hoc. Dan xuét nay
1a peptit c6 vi tri axit amin khong phai dich bt ky khac dwoc khuyét doan hoic
dugc bao vé dé ngin ngira lién két khong mong muén. Vi duy, trong trudong hop
peptit hudng insulin nhu exendin, cdc din xudt exendin khac nhau c6 thé duge sir
dung, nhu des-amino-histidyl (DA)-exendin-4 c6 cong thic (I), Beta-hydroxy-
imidazopropionyl(HY)-exendin-4 c¢6 cong thirc (II), Imidazoaxetyl(CA)-exendin-
4 ¢6 cong thure (III), va dimetyl-histidyl(DM)-exendin-4 c6 cong thirc (IV), dugc
diéu ché bang cach sir dung céac phuong phép trong d6 nhém alpha amin cia axit
amin diu tan cung N, histidin bi khuyét doan, nhém amin dau tdn cung N duogc
thé bang nhom hydroxyl, nhém alpha amin d4u tin cung N cua histidin duogc cai
bién v6i hai nhém metyl, hodc alpha cacbon cta histidin diu tin ciing N va nhém
amin gin két vao d6 dugc khuyét doan d& loai bo nhém imidazoaxetyl, nhung
khong gi6i han & d6. Céc ciu tric cia din xult exendin duoc 14y 1am vi du va
phuong phép diéu ché chung dugc mo ta trong Cong bd don patent Han quéc
chua dugc xét nghiém s6 2009-0008151, cling ndm trong pham vi ctia sang ché.
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Twong tu, oxyntomodulin, GLP-1 va GLP-2 ¢6 histidin & dang axit amin
thir 1 ¢6 thé cling duoc st dung & dang din xuit c6 ciu tric bat ky dugc chon tir
cac Cong thirc tir (I) dén (IV).
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Theo phuong 4n cu thé ctia sang ché, cac tac gia sang ché da nghién ctru
anh hudng ciia d6 pH va ham luong rugu (%) cia moi trudng phan tmg dén khia
canh gin két dic hiéu vi tri cua polyme khong peptidyl, va da khing dinh ring ty
1¢ cua the peptit huéng insulin thé tiép hop c6 polyme duoc lién két véi lysin thir
12/lysin thr 27 thay déi tuy thudc vao muc thay ddi cia do pH va lugng etanol
hoic isopropanol cu thé. Cu thé, chit ddng phan duoc wu tién hon nita c6 polyme
khong peptidyl gin két voi gbe lysin thir 27 thu duge véi lugng 16n, khi tir 35%
dén 55%, tét hon 1a 45% etanol hodc isopropanol dugc st dung & 6 pH 7,5.

Sau khi lam ting ty 1& ctia thé tiép hop polyme khong peptidyl-polypeptit
¢6 hoat tinh sinh Iy hoc mong muén bang cach diéu chinh do pH dac hiéu va ham
lugng rugu & bude (i), thé tiép hop mong mudn c6 thé duoc tach va dugc tinh ché
bang trao dbi ion sic ky bang cach sir dung rugu & bude (ii).

Ruou dugc st dung trong budce (ii) cd mit trong duhg dich tinh khiét, va
cac vi du dic biét cia nd la giéng nhu dugce xéc dinh & bude (i). Tuy nhién, rugu
clia budc (i) duge sir dung nhim muc dich 1am tang tinh phan Gng cta polypeptit
va tinh dac hiéu vi tri béng cach cai bién cdu trac bac hai hoic bac ba cua no,
trong khi do6 rugu cta budc (ii) dugc st dung nhim muc dich tao didu ki€n thudn
loi viéc tach va tinh ché véi hiéu suét cao cia thé tiép hop polypeptit cé hoat tinh
sinh Iy hoc dic hi¢u vi tri bang cach l1am giam lién két khong déc hiéu gitta cot
trao d6i ion va thé tiép hop. Viéc tach va tinh ché c6 thé duoc tién hanh bang cach
sir dung céc phuong phép khéac nhau da biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét trong linh
vuc k¥ thuét ndy, t6t hon 1 bing séc ky trao dbi ion, t6t hon nira 1a bing sic ky
trao dbi ion 4p suét cao.

Trong khi do, dé tao diéu kién thuan loi viéc tich va tinh ché cua chét
déng phén vi tri, sic ky trao ddi ion c6 thé duge tién hanh & do pH dic hiéu. o
pH dugc diéu chinh thich hop dé lam tdng tinh ddc hiéu vi tri ctia thé tiép hop &
bude (i), trong khi d6 né dugc diéu chinh lai dé gin thé tiép hop va dé go né ra
khéi cot trao ddi ion trong dung dich tinh khiét chira ruou & bude (i1). b6 pH
thich hop dugc st dung & bude (ii) c6 thé nim trong khoang tir 2,0 dén 6,0.

Hon thé nita, polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y hoc theo sang ché c¢6 thé con
dugc lién két v6i chit mang c6 hoat tinh sinh ly hoc. Trong truong hop nay,
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polyme khong peptidyl phai 1a polyme khong peptidyl v6i ca hai ddu dé gin két
v6i chat mang c6 hoat tinh sinh ly hoc. Nghia 13, chit mang c6 hoat tinh sinh ly
hoc gin két cong hoa tri véi mot du cia polyme khong peptidyl khéng dugc lién
két cong hoéa tri v6i polypeptit c¢6 hoat tinh sinh Iy hoc, va do d6 c6 thé diéu ché
thé tiép hop trong do ca hai diu cta polyme khong peptidyl dugc lién két véi
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy hoc va chit mang c6 hoat tinh sinh ly hoc.

Nhu dugc md ta trén day, thé tiép hop polypeptit cé hoat tinh sinh ly hoc
duoc didu ché & bude (ii) ¢6 thé con gin két v6i chit mang co hoat tinh sinh ly
hoc, va thé tiép hop polypeptit-polyme-chit mang thu dugc c6 hoat tinh khac
hoan toan so véi thé tiép hop polypeptit-polyme, tirc 1a hoat tinh sinh 1y hoc ndi
bat nhu khoang thoi gian tac dung duoc ly kéo dai m§ man cuia polypeptit c6 hoat
tinh sinh ly hoc, huéng dich dén vi tri ddc hiéu nhu thuong tdn can duoc diéu tri,
hodc gdy cadm tng gy hoai tir.

Thuét ngit “chat mang ¢6 hoat tinh sinh ly hoc” st dung trong ban mo ta
nay ding dé chi chit c¢6 hoat tinh sinh Iy hoc ¢6 hoat tinh bd sung khac biét véi
hoat tinh tu nhién cta polypeptit sinh 1y hoc, c6 thé duy tri hoat tinh sinh ly hoc
cta polypeptit nhu tac dung dugc ly, hodc gdy cam tmg hudng dich dén vi tri dic
hiéu ho#c gdy hoai tir, bang cach gin két véi polypeptit khong peptidyl ciing véi
polypeptit ¢6 hoat tinh sinh Iy hoc.

Chat mang c6 hoat tinh sinh Iy hoc duge sir dung trong sang ché bao gdbm
chat c¢6 cac hoat tinh trén day ma khong cin gi6i han bét ky, vi dy, albumin, viing
Fc globulin mién dich, transferrin, aptamer, toxin, colagen, dextran, polysaccarit,
axit béo, fibrinogen, va cac chét trong tr. Tét hon 13, chit mang c6 hoat tinh sinh
1y hoc ¢cé thé dugc chon tir albumin, vang Fc globulin mién dich, va transferrrin,
t6t hon nita 1 ving Fe globulin mién dich.

Ving Fe globulin mién dich theo sang ché ding dé chi ving 6n dinh chudi
ngng 2 (CH2) va ving 6n dinh chudi ning 3 (CH3) cta globulin mién dich, loai
trlr viing thay d6i cia cac chudi ndng va céc chudi nhe, viing 6n dinh chudi ning 1
(CH1) va ving 6n dinh chudi nhe 1 (CL1). N6 c6 thé con bao gdm ving ban 18 &
ving 6n dinh chudi ngng. Ngoai ra, ving Fc globulin mién dich theo sang ché c6

thé 1a dang mé& rong chtra mdt phan hoic toan bd ving Fc bao gdm ving én dinh
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chudi niang 1 (CH1) va/hoic ving 6n dinh chudi nhe 1 (CL1), chi khéac 1a vung
thay ddi cta cac chudi nhe va chudi nang, chirng nao ma né cé chic nang sinh ly
hoc vé co ban 1a tuong tu v6i hodc tét hon so véi Fe globulin mién dich tu nhién,
va ¢6 thé bao gdm ving Fc globulin mién dich dugc cai bién bing cach
phosphoryl hod, sulfat hoa, acrylat hoa, glycosyl hod, metyl héa, farnesyl hoa,
axetyl hoa, amit hoa, va phuong phap tuong tu. Khoang Fc globulin mién dich,
phuong phap diéu ché chung, va phuong phép lién két cong héa tri Fc globulin
mién dich véi thé tiép hop polyme khong peptidyl-polypeptit ¢ hoat tinh sinh ly
hoc dugc md ta trong cac patent Han quéc sb 775343, 725314, 725315, va
824505, nim trong pham vi clia sang ché.

Theo phuong phép ctia sang ché, thé tiép hop polypeptit mong mudn c6
hoat tinh sinh 1y hoc m§ man c¢6 thé duoc didu ché véi hiéu sudt cao bang cach
lién két dac hibu vi tri polyme khong peptidyl véi axit amin dic hiéu cua
polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy hoc, trong khi 1am giam dén muc t6i thiéu mirc tao
thanh ctia thé tiép hop bd sung.

Vi du thue hién sang ché
Cac Vi du sau dugce du dinh dé minh hoa rd hon sang ché ma khong gidi
han pham vi cda no.

Vi du 1: Diéu ché va tinh ché thé tiép hop DA-exendin-4 (Lys27) dugc peg
hoéa
<1-1> Diéu ché thé tiép hop DA-exendin-4 (Lys27) dugc peg hoa

Dé didu ché thé tiép hop peptit dugc peg héa bing cach lién két cOng héa
tri Lys trong peptit v6i PEG, des-amino-histidyl-exendin-4 (DA-exendin-4, AP,
My¥) va 3,4K PropionALD(2) PEG (PEG c6 hai nhém propionaldehyt, IDB Inc.,
Han Qudc) duoc dua vao phén tmg & 4°C trong 12 gi® ¢ ty 1€ mol 1a 1:30, véi
ndng d6 peptit 1a 3 mg/mL. Tai thoi diém nay, dung dich dém 100 mM HEPES
(pH 7.5) chia 45% isopropanol dugc sir dung 1am méi truong phan tng, va 20
mM NaCNBHj 1am chat khi dugc bd sung vao dé.

<1-2> T4ch chét déng phan vi tri

Peptit dugc peg héa mét 1an cha yéu dugc tinh ché tir hdn hop phén tng
chtra Vi du <1-1> bang céch st dung sic ky trao dbi ion SOURCE Q (XK 16mL,
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GE healthcare, Han Qudc) trong didu kién sau, va cdc chét dong phan vi tri duge
tach bang cich st dung sic ky trao ddi ion SOURCE S (XK 16mL, GE
healthcare, Han Quéc) trong diéu kién sau. Theo quy trinh nay, etanol dugc sir
dung dé tao diéu kién thuén loi viée tach cac chét ddng phan, bang cach chira né
trong dung dich tinh khiét. Cac vi tri dugc peg hda dugc xac nhan tir cac dinh da
duoc rira giai bing phuong phép 1ap ban do peptit.

Cot: SOURCE Q

Téc do dong: 2,0mL/phut

Dung dich rira gidi: A (20 mM Tris, do pH 8,5) va B (A+0,5M NaCl);
Cot: SOURCE S

Téc d6 dong: 2,0mL/phut

Dung dich rira giai: A (20 mM xitric axit, dd pH 3,0 + 45% etanol) va B
(A+45% etanol+0,5M KCI); Gradien A 0—100%, 45 phut

Tur phan tich cua profin tinh ché ciia cac chit ddng phan vi tri, da thiy
rﬁng dinh cho DA-exendin-4 dugc peg hda Lys12 dugc rira gidi sém, va sau do
dinh dugc peg hda Lys27 dugc rira giai trong phan cudi (Fig. 1).

Vi du 2: Piéu ché va tinh ché thé tiép hop CA-exendin-4 (Lys27) dwgc peg
hé6a

Thao tac cia Vi du 1 dugc ldp lai chi khéc 1a st dung imidazo-axetyl-
exendin-4 (CA-exendin-4, Bachem, My) thay vi DA-exendin-4 trong Vi du 1 dé
thu dugc thé tiép hop CA-exendin-4 (Lys27) dugc peg hoa. Tir phan tich cua
profin tinh ché cua céc chit ddng phan vi tri, da thdy rang dinh cho CA-exendin-4
dugc peg hoa Lys12 duoc rira giai som, va sau d6 dinh dugc peg hoa Lys27 duoc
rira giai trong phén cubi (Fig. 2).

Vi du 3: Thay d6i ty 1¢ thé tiép hgp CA-exendin-4 (Lys27) dwgc peg héa theo
do pH ciia méi trwong phan ing

Pé nghién ciru mire thay ddi ty 18 polypeptit duoc peg hda & vi tri dac hiéu
boi do pH, CA-exendin-4 va 3,4K PropionALD(2) PEG dugc dua vao peg hoa
bang cach cho peptit phan tmg v6i PEG & 4°C trong 12 gid ¢ ty 1€ mol 1a 1:30,
v6i ndng do peptit 1a 3 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM xitric axit (pH 3,0),
100 mM NaOAc (pH 4,5), 100 mM Na-P (pH 7,5), 100 mM Na-P (pH 8,5), 100
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mM HEPES (pH 8,0), va 100 mM dung dich dém Na-Borat (pH 9,2) lan luot
dugc st dung 1am moi truong phan tmg, va 20 mM NaCNBH; lam chit khir duge
b sung vao d6. M&i hdn hop phan Gmg dugc tinh ché bang phuong phép dugc mod
ta trong Vi du 1, tiép d6 1a phan tich ty 18 cia thé tiép hop duoc peg héa Lys27.
Nhu duge thé hién trén Fig. 3, ty 18 cia thé tiép hop dugc peg hoa Lys27 ting 1én
dua trén co s& muc ting cua do pH, va d6 pH t61 vu duge xac nhén 13 ndm trong
khoang tir 7,0 dén 10,0.

Vi du 4: Thay déi ty 1é thé tiép hop CA-exendin-4 (Lys27) dwgc peg héa theo
dé pH ciia méi truwong phan &ng chira etanol

Pé nghién ctru mure thay ddi ty 16 cia polypeptit dugc peg hda & vi tri dic
hiéu bdi etanol va d6 pH, CA-exendin-4 va 3,4K PropionALD(2) PEG duoc dua
vao peg hoa bang cach cho peptit phan tmg v6i PEG & 4°C trong 12 gio & ty 1€
mol 12 1:30, v6i ndng d6 peptit 12 3 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM xitric axit
(pH 3,0)/45% etanol, 100 mM NaOAc (pH 4,5)/45% etanol, 100 mM Na-P (pH
7,5)/45% etanol, 100 mM HEPES (pH 8,0)/45% etanol, va dung dich dém 100
mM Na-P (pH 8,5)/etanol 45% lan luot dugce st dung lam méi truong phan ung,
va 20 mM NaCNBHj; lam chét khir duoc bd sung vao d6. Mdi hdn hop phéan ng
duoc tinh ché bang phuong phap duge mo ta trong Vi du 1, tiép d6 1a phén tich ty
1¢ cua thé tiép hop dugc peg hoa Lys27. Nhu duge thé hién trén F ig. 4, ty 1€ cua
thé tiép hop duoc peg hoa Lys27 tang 1én tinh theo murc tdng cia d6 pH trong moi
truong phén (mg chira EtOH 45%, va d6 pH t6i wu x4c nhan 14 ndm trong khoang
tir 7,0 dén 9,0.

Vi du 5: Thay d6i ty 1¢ thé tiép hop CA-exendin-4 (Lys27) dwgc peg hoa theo
ndng dd etanol trong mdi truwdng phan ung

Dé nghién ciru mirc thay dbi ty 18 polypeptit dugc peg hda & vi tri dac hiéu
boi ndng dd etanol trong méi trudng phédn tmg, CA-exendin-4 va 3,4K
PropionALD(2) PEG dugc dua vao peg hdéa bing cach cho peptit phén tng véi
PEG & 4°C trong 12 gid & ty 1& mol 1a 1:30, v6i nong dd peptit 1a 3 mg/mL. Tai
thoi diém nay, dung dich dém 100 mM HEPES (pH 7,5)/0% etanol, 100 mM
HEPES (pH 7,5)/25% etanol, 100 mM HEPES (pH 7,5)/35% etanol, 100 mM
HEPES (pH 7,5)/45% etanol, 100 mM HEPES (pH 7,5)/55% etanol, 100 mM
HEPES (pH 7,5)/75% etanol va 100 mM HEPES (pH 7,5)/90% etanol 1an lugt
dugc st dung 1am moi trudong phan tng, va 20 mM NaCNBH; 1am chét khir duoc
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b6 sung vao d6. Mdi hdn hop phan tmg dugc tinh ché bang phuong phap dugc md
ta trong Vi du 1, tiép d6 1a phan tich ty 18 cia thé tiép hop dugce peg hoéa Lys27.
Nhu dugce thé hién trén Fig. 5, ty 1& cua thé tiép hop dugc peg hoa Lys27 duogc
tang 1én cho dén khi luong etanol dat khoang 50%, trong khi d6 lam gidm hon
50% etanol, va lugng etanol t8i wu dugc xac nhan 1a ndm trong khoang tir 35%
dén 60%.

Vi du 6: Thay dbi ty I¢ thé tiép hgp CA-exendin-4 (Lys27) dwgc peg héa theo
ndng d¢ isopropanol trong méi trueomg phan @ng

Pé nghién ctru mirc thay ddi ty 1& polypeptit duge peg hoa & vi tri dac hiéu
bang cach sir dung isopropanol thay vi etanol, trong méi trudng phan ng, CA-
exendin-4 va 3,4K PropionALD(2) PEG dugc dua vio peg hoéa biang cach cho
peptit phan ng véi PEG ¢ 4°C trong 12 gid & ty 1& mol 1a 1:30, véi ndng do
peptit 14 3 mg/mL. Tai thoi diém nay, dung dich dém 100 mM HEPES (pH
7,5)/0% isopropanol, 100 mM HEPES (pH 7,5)/30% isopropanol, 100 mM
HEPES (pH 7,5)/45% isopropanol, va 100 mM HEPES (pH 7,5)/60% isopropanol
1an lugt duge sir dung 1am mai trudng phan ung, va 20 mM NaCNBHj; 1am chit
khir dugc bd sung vao d6. Mdi hén hop phan éng duge tinh ché bing phuong
phap duge mé ta trong Vi du 1, tiép d6 1a phan tich ty 18 cua thé tiép hop duoc
peg hoa Lys27. Nhu dugce thé hién trén Fig. 6, ty 1& ciia thé tiép hop dugce peg hda
Lys27 dugc ting lén cho dén khi lugng etanol dat khoang 50%, trong khi d6 lam
gidm hon 50% etanol, va lugng etanol t8i wu duge xéc nhan 14 ndm trong khoang
tr 35% dén 60%.

Vi du 7: Piéu ché thé tiép hop ciia CA-exendin-4 (Lys27)-PEG va Fc globulin
mién dich

Thé tiép hop CA-exendin-4 (Lys27)-PEG duoc lién hop véi manh Fe
globulin mién dich (Hanmi Pharm. Co. Ltd., Han Québc), bang cach dua vao phéan
tng thé tiép hop va manh & 4°C trong 16 gid & ty 1& mol cla 1:8, v6i ndng do
peptit 20 mg/mL. Tai thoi diém nay, dung dich dém 100 mM K-P (pH 6,0) dugc
sir dung 1dam mdi truong phén mg, va 20 mM NaCNBH3 lam chit khir dugc bd
sung vao d6. Sau phan ung ngau hop, viéc tinh ché hai budc dugc thyuc hién bing
cach sir dung cdt SOURCE phe va cot SOURCE Q, trong céc diéu kién sau.

Cot: SOURCE Phe (XK 16mL, GE healthcare)
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Téc @9 dong: 2,0mL/phit

Dung dich rtra giai: A (20 mM Tris, d pH 7,5) va B (A+1,5M NaCl);
Gradien A 0—40%, 80 phut

Cot: SOURCE Q (XK 16mL, GE healthcare)

Tdc d6 dong: 2,0mL/phut

Dung dich rtra gidi: A (20 mM Tris, d pH 7,5) va B (A+1M NaCl);
Gradien A 0—40%, 80 phut

Thé tiép hop duoc didu ché trén ddy dugc phan tich bing cach sir dung
SDS-PAGE. Nhu dugc thé hién trén Fig. 7, quan sat dugc bang tin don 60K trong
diéu kién khéng dugc kh, trong khi d6 quan sat dugc hai bang tin 35K va 25K
trong diéu kién dugc kh.

Vi du 8: Nhin biét vi tri dwgc peg héa cia thé tiép hop CA-exendin-4
(Lys27)-PEG

Pé xéc dinh vi tri gin két ciia PEG v&i CA-exendin-4, thé tiép hop CA-
exendin-4 (Lys27)-PEG duoc cit bang enzym proteaza, lysin-C, va dugc phan
tich bang cach sir dung sic ky dao.

Dic biét, cac chit dong phin CA-exendin-4-PEG dugc phén tich bang
SDS-PAGE (Fig. 8), va sau d6 thé tiép hop CA-exendin-4-PEG d& dugc tinh ché
va CA-exendin-4 dugc hoa tan trong dung dich dém trietylamin-axit clohydric
(10mmol/L; pH 7,5), 10 uL enzym (0,1 mg/mL) dugc bd sung vao dé, va dugc
phan tng & 37°C trong 4 gid. Sau khi phan tng két thic, hdn hop phan img dugc
phan tich bang sic ky dao (HPLC (Agilent), Jupiter C18 (Phenomenex)). Két qua
phan tich dugc thé hién trén cac Fig. 9 va 10. Chat ddng phan CA-exendin-4 dugc
peg héa Lys12 dugc xac nhan bang su bién mit ddng thoi cia #1 va #2 nhu dugc
thé hién trén Fig. 9, va chit ddng phan CA-exendin-4 dugc peg hoa Lys27 dugc
xac nhan béng su bién mét d&‘)ng thoi cia #2 va #3 nhu duge thé hién trén Fig. 10.

Vi du 9: Nhén biét hiéu suit peg hoa bing nong do isopropanol khi peg hoa
diu tin cing N

Pé peg hoa metoxy polyetylen glycol SK ALD (NOF Inc., Nhat Ban) voi
dAu tan cing N ciia canxitonin salmon (Bachem, My¥), canxitonin salmon va PEG
dugc peg hoa bang cach cho peptit phan tng véi PEG & 4°C trong 1 gio o ty 1é
mol 13 1:1, v6i ndng dd peptit 1a 1 mg/mL. Tai thoi diém nay, dung dich d&ém 100
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mM NaAc pH 5,2/0% isopropanol, 100 mM NaAc pH 5,2/45% isopropanol 14n
lugt duge st dung 1am moi truong phan g, va 20 mM NaCNBH; 1am chét khi
dugc bd sung vao d6. Peptit dugc peg hoa mot 1an duge tinh ché tir mdi hdn hop
phan tmg bang ¢6t SOURCE S (XK 16mL, GE healthcare, Han Qudc) trong diéu
kién sau. Céc két qua dugc thé hién trong Bang 1 duéi day.

Cot: SOURCE S

Téc d6 dong: 2,5mL/phut

Dung dich rira gidi: A (20 mM Axetat, d§ pH 5,2) va B (A+1M NaCl);
Gradien A 0—40%, 60 phut

<Bang 1>
Dung dich dém phan trng Hiéu suét ciia canxitonin-5K
dugc peg hoa mot 1an (%)
0,1M NaAc pH 5,2 36
0,1M NaAc pH 5,2/45% IPA 51,3

Nhu duge thé hién trong bang 1, hi€u suét clia canxitonin dugc peg hoa
dugc ting 1én biang cach bd sung iospropanol.

Vi du 10: Do hoat tinh in-vitro ciia exendin-4 bing cich peg héa va vi tri
dwgc peg hoa

Pé do hiéu qua cta ché phdm co tac dung lau dai chira exendin-4 bing
cach peg hoa va vi tri peg hda, sit dung phuong phap do hoat tinh in-vitro. Po
hoat tinh in-vitro cia GLP-1 1a phuong phép do trong d6 cAMP trong té bao ting
1én sau khi xir Iy GLP-1 & cac dong té bao CHO ma thu thé GLP-1 dugc tach
dong vo tinh.

bic biét, CHO/GLP-1R, dong té bao trong d6 GLP-1 dugc tach dong vo
tinh, dugc xtr ly béng GLP-1, exendin-4 va céc nguyén liéu thtr nghiém duoc mo
ta trong Bang 1 & cac ndng d khac nhau. Po sy xut hién ciia cAMP, va do d6
cac gia tri EC50 dugc so sanh v6i nhau. MAu déi chirng 1a Byetta (Eli Lilly) ¢6
ban trén thi trudng duoc s dung. Hoat tinh in-vitro (%) theo xur Iy cac nguyén
liéu thir nghiém duogc thé hién trong Bang 2.
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<Béang 2>
Nguyén li€u thtr nghiém Hoat tinh in-vitro (%)
Byetta 100
CA-exendin-4 77
CA-exendin-4-PEG (Lys12) 2,1
CA-exendin-4-PEG (Lys27) 8,5

Nhu dugc thé hién trong Bang 2, hoat tinh sinh ly hoc cua peptit bi tac
dong twong déi it khi PEG dugc céi bién & Lys27 so v6i Lys12.

Vi du 11: Piéu ché va tinh ché thé tiép hop oxyntomodulin (Lys30) dugc peg
hoa
<11-1> Diéu ché thé tiép hop oxyntomodulin dugc peg hoéa (Lys30)

Pé diéu ché thé tiép hop oxyntomodulin dugc peg hda, 3,4K
PropionALD(2) PEG va oxyntomodulin (Anygen, Han Quéc) dugc dua vao peg
hoa bang cach cho peptit phan tmg v6i PEG ¢ 4°C trong 4,5 gid ¢ ty 1€ mol 1a
1:15, voi néng dd peptit 1a 3 mg/mL. Tai thoi diém nay, dung dich dém 100 mM
Na-Borat (pH 9,0) chita 45% isopropanol dugc st dung lam moi trudng phan
ing, va 20 mM NaCNBHj lam chét khir dugc bd sung vao do.

<11-2> Tach chit ddng phan vi tri

| Céc chit dong phan vi tri dugc peg hoa Lys30 dugc tinh ché tir hdn hop
phan tng bing cach st dung cot SOURCE 15S (XK 16mL, Amersham
Bioscience). Theo quy trinh nay, etanol dugc st dung trong dung dich tinh ché dé
tao diéu kién thuan loi viéc tach cac chét déng phén (Fig. 11).

Cot: SOURCE S

Téc dd dong: 2,0mL/phit

Dung dich rtra gii: A (20 mM Na-xitrat, d6 pH 3,0 + 45% etanol) va B
(A+IM KCI); Gradien A 0—3%, 1 phut, Gradien B 0—40%, 222 phut

Vi du 12: Piéu ché va tinh ché thé tiép hop imidazo-axetyl oxyntomodulin

(Lys30) dugc peg hoa
Thao tac ctia Vi du 11 duoc 1dp lai chi khac 1a sir dung imidazo-axetyl-
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oxyntomodulin (Anygen, Han Quéc) thay vi oxyntomodulin va st dung dung dich
dém 100 mM HEPES (pH 7,5) chita 45% isoparopanol trong Vi du 11 dé thu
dugc thé tiép hop imidazo-axetyl oxyntomodulin (Lys30) dugc peg hoa.

Céc chit déng phan duoc tinh ché bing cach sir dung cot SOURCE Q
dugc thé hién trén Fig. 12, va l1ap ban dd peptit bing cach st dung Asp-N
proteaza dugc thé hién trén Fig. 13. Nhu duoc thé hién Fig. 13, mdt phén
#4:Asp(22)-(37) da bién méit boi PEG-cai bién & Lys30.

Vi du 13: Piéu ché thé tiép hop cia imidazo-axetyl oxyntomodulin (Lys30)-
PEG va Fc globulin mién dich

Thé tiép hop imidazo-axetyl oxyntomodulin-PEG (Lys30) va Fc globulin
mién dich (Hanmi Pharm. Co. Ltd., Han Qudc) dugc cho phan tng & 4°C trong
16 gid & ty 1& mol 14 1:10, v&i ndng d6 protein tdng 14 20 mg/mL. Tai thoi diém
nay, 100 mM kali phosphat (pH 6,0) dugc st dung lam mdi truong phan tng, va
20 mM NaCNBHj lam chat khir dwoc b sung vao d6. Sau khi phan g két thic,
hdn hop phan tmg dugc tinh ché bang cach st dung SOURCE 15Q cot, trong diéu
kién sau.

Cot: SOURCE Q

Téc @6 dong: 2,0mL/phut

Dung dich rtra gidi: A (20 mM Tris-HCl, d6 pH 7.5) va B (A+1M NaCl);
Gradien A 0—20%, 100 phut

Sic phd thu duogc biang cach lién két CA-oxyntomodulin duge peg hoa
Lys30 véi Fc globulin mién dich va tinh ché thé tiép hop bang cach su dung
SOURCE Q dugc thé hién trén Fig. 14, va cac két qua SDS-PAGE cua thé tiép
hop ctia CA-oxyntomodulin (Lys30)-PEG va Fc globulin mién dich dugc thé hién
trong Fig. 15. Nhu duoc thé hién trén Fig. 15, quan sat dugc bang tin don 60K
trong diéu kién khong dugc khir, va quan st duoc hai bang tan 35K va 25K trong
diéu kién duogc kht.

Vi du 14: Piéu ché va tinh ché thé tiép hop chat twong tw oxyntomodulin

dwgc peg hoa (Lys27)
<14-1> Piéu ché thé tiép hop chit trong tu oxyntomodulin dugc peg héa (Lys27)
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Pé peg héa 3,4K PropionALD(2) PEG thanh lysin cua chét twong tu
oxnytomodulin ([20Asp, 24Ala, 28Ser]-oxyntomodulin-[Khuyét doan 30-37]),
PEG va chit twong tu oxyntomodulin (Anygen, Han Qudc) dugc cho phan ung &
4°C trong 3,5 gio & ty 1& mol 13 1:15, v6i ndng do peptit 1a 3 mg/mL. Tai thoi
diém nay, 100 mM dung dich dém Na-Borat (pH 9,0) chira 45% isopropanol dugc
st dung 1am mdi trudng phan tng, va 20 mM NaCNBH; 1am chét khtr duge bd
sung vao do.

<14-2> T4ch chat ddng phan vi tri

Céc chét ddng phan vi tri dugc peg hoa Lys27 duge tinh ché tir hén hop
phan ung bing cich st dung c6t SOURCE 15S (XK 16mL, Amersham
Bioscience). Cac didu kién tinh ché va tach gidng véi cac didu kién duge md ta
trong Vi du 11. Theo quy trinh nay, etanol dugc st dung trong dung dich tinh ché
dé tao diéu kién thuan loi viéc tach cac chat déng phéan (Fig. 16). Viéc chon loc
lysin ctia cac chit turong tu oxyntomodulin dugc peg héa mét 14n dugc tinh ché
dugc x4c nhan bing phwong phap lap ban dd peptit bang cach st dung Lys-C
proteaza (Fig. 17). Nhu dugc thé hién trén Fig. 17, phdn #2 da bién mét nho cai
bién PEG & Lys27.

Vi du 15: Diéu ché va tinh ché thé tiép hop cita chit twong tw imidazo-axetyl
oxyntomodulin dwgec peg héa (Lys27)

<15-1> Piéu ché thé tiép hop ctia chit twong tu imidazo-axetyl oxyntomodulin
dugc peg hoa (Lys27)

Dé peg héa 3,4K PropionALD(2) PEG thanh Lys27 cta chit twong tu
imidazo-axetyl oxyntomodulin ([20Asp, 24Ala, 28Ser])-oxyntomodulin-[Khuyét
doan 30-37]), chit twong tu imidazo-axetyl oxyntomodulin (Anygen, Han Quéc)
va PEG dugc cho phan tmg & 4°C trong 2,5 gid & ty 1& mol 1a 1:10, v6i ndng dd
protein tong la 3 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM HEPES (pH 7,5) chira 45%
isopropanol dugc st dung lam mdi truong phan Gng, va 20 mM NaCNBH; lam
chat khir duge bd sung vao do.

<15-2> Tach chat ddng phén vi tri

Céc chét ddng phan vi tri duge peg hoa Lys27 duge tinh ché tir hdn hop
phan Gng biang cach sir dung c6t SOURCE 15S (XK 16mL, Amersham
Bioscience). Cac didu kién tinh ché va tach gidng véi cac didu kién duge mé ta
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trong Vi du 11. Theo quy trinh nay, etanol dugc st dung trong dung dich tinh ché
dé tao diéu kién thuan loi viée tach cac chét ddng phéan (Fig. 18). D6 chon loc
lysin ciia cac chit trong ty oxyntomodulin duge tinh ché duge peg héa mot lan
dugc xic nhan bing phuong phap 1ap ban dd peptit bing cach sir dung Lys-C
proteaza (Fig. 19). Nhu dugc thé hién trén Fig. 19, phdn #2 da bién mit nho cai
bién PEG & Lys27.

Vi du 16: Diéu ché va tinh ché thé tiép hop ciia chat twong tw imidazo-axetyl
oxyntomodulin (Lys27) dwgc peg hoa va Fc globulin mién dich

PEG tuong ty imidazo-axetyl oxyntomodulin dugc peg hoa Lys27 dugce
diéu ché trong Vi du 15 va Fc globulin mién dich dugc cho phan g & 4°C trong
16 git & ty 1€ mol 1a 1:10, v6i ndng do peptit 20 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100
mM Kkali phosphat (pH 6,0) 1am mdi trudng phan tng, va 20 mM NaCNBH; 1am
chit khir duge bd sung vao d6. Sau khi phan tng két thic, hdn hop phan tng
dugc tinh ché bang cach sir dung ¢t SOURCE 15Q, trong diéu kién sau.

Cot: SOURCE Q

Téc d6 dong: 2,0mL/phut

Dung dich rira giai: A (20 mM Tris-HCl, d§ pH 7,5) va B (A+1M NaCl);
Gradien A 0—20%, 100 phut

Sic phd thu dugc bing cach lién két chét tuong tu CA-oxyntomodulin
dugc peg hoa Lys27 véi Fe globulin mién dich va tinh ché thé tiép hop bing cach
str dung SOURCE Q duogc thé hién trén Fig. 20, va cac két qua SDS-PAGE cia
thé tiép hop cua chit tuwong tu CA-oxyntomodulin (Lys27)-PEG va Fc globulin
mién dich dugc thé hién trong Fig. 21. Nhu dugc thé hién trén Fig. 21, biang tn
don 60K quan sat dugc trong didu kién khong duogc khir, va hai bang tan 35K va
25K quan sét duge trong didu kién dugce khu.

Vi dy 17: Diéu ché va tinh ché thé tiép hop GLP-1 (Lys34) dugc peg héa
<17-1> Diéu ché thé tiép hop GLP-1 (Lys34) dugc peg héa

Dé peg héa 3,4K PropionALD(2) PEG thanh gbe lysin cia GLP-1, GLP-1
va PEG dugc cho phan g & 4°C trong 3,5 gid & ty 1& mol 14 1:15, v&i ndng do
protein tong 14 3 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM Na-Borat (pH 9,0) chira
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45% isopropanol dugc sir dung lam moi trudng phéan tng, va 20 mM NaCNBH;
lam chat khir dugc bd sung vao do.

<17-2> Tach chat ddng phan vi tri

Céc chét dong phén vi tri dugce peg héa Lys34 dugc tinh ché tir hdn hop
phan tng bing cich st dung c6t SOURCE 158 (XK 16mL, Amersham
Bioscience). Theo quy trinh nay, etanol duge st dung trong dung dich tinh ché dé
tao diéu kién thun loi viéc tach cac chét dé)ng phéan (Fig. 22). B chon loc lysin
clia cic chit tuong tu oxyntomodulin dugc peg héa mot 1an dugce tinh ché dugc
x4c nhén bang phuong phap 1ap ban dd peptit bang cach sir dung Lys-C proteaza
(Fig. 23).

Cot: SOURCE S

Téc d dong: 2,0mL/phut

Dung dich rira giai: A (20 mM Na-xitrat, d6 pH 3,0 + 45% etanol) va B
(A+IM KCl); Gradien A 0—3%, 1 phut, Gradien B 3—40%, 150 phft.

Nhu duge thé hién trén Fig. 23, phin #2 da bién mit nho cai bién PEG &
Lys34.

Vi dy 18: Diéu ché va tinh ché dwge peg hoa imidazo-axetyl GLP-1 (Lys34)
thé tiép hop
<18-1> Piéu ché dugc peg hoa imidazo-axetyl GLP-1 (Lys34) thé tiép hop

Pé peg hoa 3,4K PropionALD(2) PEG thanh géc lysin cia imidazo-axetyl
GLP-1, imidazo-axetyl GLP-1 va PEG dugc cho phan ing & 4°C trong 4 gir & ty
1¢ mol 14 1:10, véi néng dod protein téng 1a 3 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM
HEPES (pH 7.5) chira 45% isopropanol dugc sir dung lam mdi trudng phan tng,
va 20 mM NaCNBHj lam chit khir dugce bd sung vao do.

<18-2> Tach chét dong phan vi tri

Céc chit dong phan vi tri dugc peg hoa Lys34 dugc tinh ché tir hdn hop
phan ng bing cach sir dung cot SOURCE 15S (XK 16mL, Amersham
Bioscience). Theo quy trinh nay, etanol dugc st dung trong dung dich tinh ché dé
tao diéu kién thudn loi viéc tach céc chét déng phéan (Fig. 24). B9 chon loc lysin
clia cic chit tuong tu oxyntomodulin dugc peg hda mot 1an dugce tinh ché duoc
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x4c nhan bang phuong phép 14p ban dd peptit bang cach sir dung Glu-C proteaza
(Fig. 25).

Cot: SOURCE S

Téc d dong: 2,0mL/phit

Dung dich rira giai: A (20 mM Na-xitrat, d6 pH 3,0 + 45% etanol) va B
(A+1IM KCl); Gradien A 0—3%, 1 phut, Gradien B 3—40%, 150 phut.

Nhu dugc thé hién trén Fig. 25, phin #4 da bién mit nh& cai bién PEG &
Lys34.

Vi du 19: Diéu ché va tinh ché thé tip hep ciia imidazo-axetyl GLP-1 dwgc
peg héa (Lys34) va Fe globulin mién dich

Imidazo-axetyl GLP-1-PEG dugc peg hoa Lys34 dugc didu ché trong Vi
du 18 va Fc globulin mién dich dugc cho phan tmg & 4°C trong 17 gio & ty 1€ mol
ctia 1:8, véi ndng do peptit 50 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM kali phosphat
(pH 6,0) 1am moi trudng phan tng, va 20 mM NaCNBHj; lam chét khtr duge bd
sung vao d6. Sau khi phan tng két thuc, hdn hop phan ung dugc tinh ché bing
cach str dung cot SOURCE Phe, trong diéu kién sau.

Cot: SOURCE Phe

Téc d6 dong: 2,0mL/phit

Dung dich rira giai: A (20 mM Tris-HCI, d6 pH 7,5) va B (A+2M NaCl);
Gradien A 100—0%, 100 phit.

Séc phd thu duogc bang cach lién két chit ddng phan CA-GLP-1 dugc peg
héa Lys34 véi Fc globulin mién dich va tinh ché thé tiép hop bing cach sir dung
SOURCE Phe dugc thé hién trén Fig. 26, va cac két qua SDS-PAGE ctia thé tiép
hop cua CA-GLP-1 (Lys34)-PEG va Fc globulin mién dich duoc thé hién trong
Fig. 27. Nhu dugc thé hién trén Fig. 27, bang tin don 60K quan sat dugc trong
diéu kién khong dugc khir, va hai bang tin 35K va 25K quan sét dugc trong didu
kién duogc khir.

Vi du 20: Piéu ché va tinh ché thé tiép hop GLP-2 dwgc peg hoa (Lys30)
<20-1> Diéu ché thé tiép hop GLP-2 dugc peg héa (Lys30)
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Pé peg hoéa 3,4K PropionALD(2) PEG thanh gbc lysin cia GLP-2
(Anygen, Han Quéc), GLP-2 va PEG dugc cho phén tng & 4°C trong 3 gid ¢ ty 1€
mol 1 1:12, véi ndng do protein tdng 1a 5 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM
Na-Borat (pH 9,0) chira 45% isopropanol dugc st dung lam moi trudng phan
g, va 20 mM NaCNBHj lam chit khir duoc bd sung vao do.

<20-2> Téch chit ddng phén vi tri

Cac chét ddng phan vi tri duge peg héa Lys30 duge tinh ché tir hdn hop
phan tmg bing cich st dung c6t SOURCE 15S (XK 16mL, Amersham
Bioscience). Theo quy trinh nay, etanol dugc st dung trong dung dich tinh ché dé
tao diéu kién thuén loi viéc tach céc chit dong phan (Fig. 28). P9 chon loc lysin
dugc x4c nhan bing phuong phép 1ap ban dd peptit bang cach st dung trypsin
proteaza (Fig. 29).

Cot: SOURCE S

Téc d6 dong: 2,0mL/phut

Dung dich rtra gidi: A (20 mM Na-xitrat, dd pH 3,0 + 45% etanol) va B
(A+1IM KCI); Gradien A 0—3%, 1 phut, Gradien B 3—40%, 150 phut.

Nhu dugc thé hién trén Fig. 29, phan #2 da bién mat nho cai bién PEG &
Lys30.

Vi du 21: Diéu ché va tinh ché thé tiép hop imidazo-axetyl GLP-2 (Lys30)
dwgc peg hoa
<21-1> Diéu ché thé tiép hop imidazo-axetyl GLP-2 (Lys30) dugc peg héa

Pé peg hoa 3,4K PropionALD(2) PEG thanh gbc lysin 30 cta imidazo-
axetyl GLP-2 (Anygen, Han Qudc), imidazo-axetyl GLP-2 va PEG duoc cho
phan tmg & 4°C trong 6 gio¢ ¢ ty 1€ mol cia 1:20, véi néng do protein téng 1a 3
mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM HEPES (pH 7,5) chra 45% isopropanol dugc
st dyng 1am mdi truong phéan tmg, va 20 mM NaCNBH; 1am chét khir dugc bd
sung vao do.

<21-2> T4ch chit dong phan vi tri

Céc chit dong phan vi tri dugc peg hoéa Lys30 dugc tinh ché tir hdn hop
phan mg bing cich st dung c6t SOURCE 15S (XK 16mL, Amersham
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Bioscience). Theo quy trinh ndy, etanol dugc st dung trong dung dich tinh ché dé
tao diéu kién thuan l¢i viéc tach cac chit ddng phan (Fig. 30).

Cot: SOURCE S

Téc @9 dong: 2,0mL/phit

Dung dich rtra gidi: A (20 mM Na-xitrat, 46 pH 3,0 + 45% etanol) va B
(A+1IM KClI); Gradien A 0—3%, 1 phut, Gradien B 3—40%, 150 phut

Vi du 22: Diéu ché va tinh ché thé tiép hop ciia imidazo-axetyl GLP-2
(Lys30) dwgc peg héa va Fe globulin mién dich

Imidazo-axetyl GLP-2-PEG dugc peg héa Lys30 duge diéu ché trong Vi
du 21 va Fc globulin mién dich dugc cho phan tng & 4°C trong 16 gid ¢ ty 18 mol
1a 1:15, v6i ndng do peptit 20 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM kali phosphat
(pH 6,0) lam moi trudng phan tmg, va 20 mM NaCNBH; 1am chét khir dugc bd
sung vao d6. Sau khi phan tng két thiic, hdn hop phan tng duge tinh ché bing
cach str dung cot SOURCE Phe, trong diéu kién sau.

Cot: SOURCE Phe

Téc d6 dong: 2,0mL/phut

Dung dich rira gidi: A (20 mM Tris-HCI, d6 pH 7.5) va B (A+2M NaCl);
Gradien A 100—0%, 100 phut.

Séc phd thu duoc bang cach lién két chit ddng phan CA-GLP-2 dugc peg
hoa Lys30 v6i Fc globulin mién dich va tinh ché thé tiép hop bang céach st dung
SOURCE Phe dugc thé hién trén Fig. 31, va cic két qua SDS-PAGE cua thé tiép
hop cia CA-GLP-2 (Lys30)-PEG va Fc globulin mién dich dugc thé hién trong
Fig. 32. Nhu dugc thé hién trén Fig. 32, bang tin don 60K quan sat dugc trong
didu kién khong dugc kht, va hai bang tin 35K va 25K quan sét duge trong diéu
kién duogc khu.

Vi du 23: Piéu ché va tinh ché thé tiép hop insulin cia nguwoi dugc peg héa
(B1Phe)
<23-1> DPiéu ché thé tiép hop insulin ciia ngudi dugc peg hoéa (B1Phe)

Pé peg hoa 5K PropionALD(1) metoxyPEG (PEG ¢6 modt nhom
propionaldehyt, NOF., Nhat Ban) thanh d4u t4n cing N cua phenylalanin 13 axit
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amin thir nhit ctia chudi B trong insulin cua nguodi (Sigma), PEG va insulin cia
ngudi duge cho phan tmg & 4°C trong 12 gidr & ty 1& mol 1a 1:2, véi ndng do peptit
2,3 mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM dung dich dém kali phophat (pH 6,0)
dugc st dung lam méi trudng phéan tng, va 20 mM NaCNBH; lam chét kht duge
bd sung vao do.

<23-2> Tach chit ddng phan vj tri

Céc chit ddng phan vi tri dugc tinh ché tr hdn hop phéan ng bang cach st
dung ¢4t SOURCE 158 (XK 16mL, Amersham Bioscience). Theo quy trinh nay,
etanol duge st dung trong dung dich tinh ché dé tao diéu kién thuan loi viéc tach
céc chat ddng phan (Fig. 33). Peg h6a mdt 14n céc dinh da dugc rira giai dugce xac
nhan bing phéin tich SDS-PAGE, va dd chon loc lysin duoc x4c nhan béng
phuong phép 1ap ban dd peptit bing cach st dung Glu-C proteaza (Fig. 36).

Cot: SOURCE S

Téc d6 dong: 2,0mL/phit

Dung dich rira gidi: A (20 mM Na-xitrat, dd pH 2,0 + 60% etanol) va B
(A+0,5M KCI); Gradien A 0—3%, 1 phut, Gradien B 0—50%, 80 phit.

Nhu dugc thé hién trén Fig. 36, phin #2 da bién mét nho cai bién PEG &
BIF.

Vi du 24: Dicu ché va tinh ché thé tiép hop insulin ciia ngudi (A1Gly) dwoe
peg hoa
<24-1> Piéu ché thé tiép hop insulin cua nguoi (A1Gly) dugc peg hoa

Dé peg hoa 5K metoxyPEG-Sucxinimidyl Butanoat(1) (PEG c¢6 mot nhdm
phan ung SBA, NOF., Nhit Ban) thanh dau tin cing N cia glyxin 1a axit amin
thir nhat ctia chudi A trong insulin cta ngudi (Sigma), PEG va insulin ctia nguoi
dugc cho phan tmg ¢ 25°C trong 3 gid & ty 1& mol 1a 1:4, v6i ndng do peptit 2
mg/mL. Tai thoi diém nay, 100 mM dung dich dém Na-Borat (pH 9,0) chira 35%
isopropanol dugc st dung lam moi trudng phan tng.

<24-2> T4ch chit ddng phan vi tri

Céc chét dong phan vi tri dugc tinh ché tir hdn hop phan g bang cach sit
dung c6t SOURCE 158 (XK 16mL, Amersham Bioscience). Quy trinh tinh ché
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gidng v6i quy trinh duge mo ta trong Vi du 23. Theo quy trinh nay, etanol dugc
st dung trong dung dich tinh ché dé tao diéu kién thuan lgi viéc tach cdc chat
dong phan (Fig. 34). Peg hoa mot 1an cac dinh da dugc rira giai dugc xac nhin
béng phéan tich SDS-PAGE, va dd chon loc lysin dugc xac nhin béng phuong
phap 14p ban do peptit bang cach sir dung Glu-C proteaza (F ig. 36).

Nhu dugc thé hién trén Fig. 36, phan #1 da bién mat nhd cai bién PEG &
AlG.

Vi dy 25: Diéu ché va tinh ché thé tiép hop insulin ciia ngwdi (B29Lys) dwge
peg hda
<25-1> Piéu ché thé tiép hop insulin cua nguoi (B29Lys) dugc peg hda

Dé peg hoa 5K metoxyPEG-Sucxinimidyl Butanoat(1) thanh gdc lysin 1a
axit amin thir 29 ctia chudi B trong insulin ctia ngudi (Sigma), PEG va insulin cta
ngudi duge cho phan tng & 25°C trong 1 gid & ty 1€ mol 1a 1:2, v6i ndng do peptit
2 mg/mL. Tai thdi diém nay, 100 mM dung dich dém Na-Borat (pH 9,0) chtra
45% isopropanol dugc sir dung 1am méi trudng phan tng.

<25-2> Téch chat ddng phan vi tri

Céc chit ddng phan vi tri dugce tinh ché tir hdn hop phan tmg bang cach st
dung ¢t SOURCE 158 (XK 16mL, Amersham Bioscience). Quy trinh tinh ché
gidng voi quy trinh duge mo ta trong Vi du 23. Theo quy trinh nay, etanol dugc
st dung trong dung dich tinh ché @ tao diéu kién thuan lgi viéc tach cdc chét
dong phan (Fig. 35). Peg h6a mot 1n cac dinh d3 dugc rira giai dugc xac nhan
bﬁng phan tich SDS-PAGE, va dd chon loc lysin dugc xac nhén béng phuong
phap 1ap ban dd peptit bang cach st dung Glu-C proteaza (Fig. 36).

Nhu dugc thé hién trén Fig. 36, phdn #4 da bién mat nho cai bién PEG &
B29K.

Mic du sang ché duge mé ta bing cac phuong 4n dic biét trén ddy, cn
phai hiéu ring céc cai bién va céc thay dbi khac nhau c6 thé duoc thuc hién bdi
céc ngudi c¢6 hiéu biét trong linh vuc cling ndm trong pham vi ciia sang ché nhu
duge xac dinh béi cac yéu ciu bao ho kém theo.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap diéu ché thé tiép hop polypept1t c0 hoat tinh sinh ly hoc dac hiéu
vi tri, bao gdm céc budc:

i) x4c dinh loai va lugng rugu va khoang pH tai d6 ton tai cac chét ddng
phén vi tri mong mudn hon so véi cdc chét ddng phan vi tri khong mong mudn
bang cach xac dinh ty 18 cta cc chat dong phan vi tri mong mudn va khéng mong
mudn cia thé tiép hop cia polypeptit c6 hoat tinh sinh ly hoc va polyme khong
peptidyl, phu thudc vio su thay doi clia loai va luong ruou va do pH trong moi
truong phan ung;

ii) cho polypeptit ¢6 hoat tinh sinh ly hoc phan Gng véi polyme khong
peptidyl trong moi truong phan tng c6 loai va lugng rugu va khoang pH nhu
dugce xéc dinh trong budc (i); va

iii) tach va tinh ché thé tiép hop polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hoc ra khoi
hdn hop phan tng cia bude (i) bing séc ky trao dbi ion ¢6 sir dung ruqu.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polypeptit cé hoat tinh sinh 1y hoc duoc
chon tr nhém bao gdm peptit hudng insulin, yéu t& mau, hormon tiéu hoa,
hormon huéng vo thugng than, hormon tuyén giap, hormon rudt, xytokin, enzym,
yéu t6 sinh trudng, peptit thin kinh, hormon hypophyseotropic, hormon kich thich
tuyén yén, peptit chdng béo phi, peptit khang virut va din xuit peptit khong tu
nhién c6 hoat tinh sinh ly hoc. |

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh ly hoc dugce
chon tlr nhém bao gdm erythropoietin, GM-CSF (yéu tb kich thich quan thé bach
cau hat-dai thuc bao), amylin, glucagon, insulin, somatostatin, PYY (peptit YY),
NPY (peptit thdn kinh Y), GLP-1, GLP-2, exendin-4, oxyntomodulin, ghrelin,
angiotensin, bradykinin, canxitonin, corticotropin, eledoisin, gastrin, leptin,
oxytoxin, vasopressin, LH (hormon lutein hoéa), prolactin, FSH (hormon kich
thich nang tring), PTH (hormon tuyén cin gidp), secretin, sermorelin, hGH
(hormon tang trudéng clia nguoi), peptit gidi phong hormon sinh truéng, G-CSF
(véu t6 kich thich quan thé bach ciu hat), interferon, interleukin, peptit giai phong
prolactin, orexin, peptit giai phéng tuyén giap, cholecystokinin, peptit uc ché
gaxtrin, calmodulin, peptit giai phong gaxtrin, motilin, peptit rudt vin mach, ANP
(peptit loi ni€u natri tim nhi), BNP (peptit loi niéu barin), CNP (peptit 1¢i niéu
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natri typ C), neurokinin A, neuromedin, renin, endothelin, peptit sarafotoxin,
peptit carsomorphin, dermorphin, dynorphin, endorphin, enkepalin, yéu té t& bao
T, yéu tb gdy hoai tur khéi u, thu thé yéu tb gdy hoai ta khéi u, thu thé urokinaza,
yéu t56 wc ché khéi u, chit wc ché colagenaza, thymopoietin, thymulin,
thymopentin, tymosin, yéu td thé dich tuyén uc, adrenomodulin, allatostatin,
manh beta-protein amyloit, peptit diét khudn, peptit chéng oxy hod, bombesin,
osteocalcin, CART peptit, E-selectin, ICAM-1, VCAM-1, leucokin, kringle-5,
laminin, inhibin, galanin, fibronectin, pancreastatin va fuzeon.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh 1y hoc 1a
exendin, insulin, GLP-1, GLP-2, oxyntomodulin, ghrelin, canxitonin hoic mot

trong s6 cdc din xuat ctia ching.

5. Phuong phap theo diém 4, trong d6 dan xuét 1a exendin, oxyntomodulin, din
xuat GLP-1 hodc GLP-2 ¢6 cdu truc bit ky duoc chon tir cac cong thire tir () dén
Iv):

A
[
Cong thiie I
C .
Ha H
H tl‘{"Peptit
O
(N
& Cong thirc IT
HOm 2

H :'Il‘.‘l.aPeptit
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b‘ll/ l Cong thixc III
f-t?Hz
%—— Peptit
O

HSC\\‘;CHQ Coéng thike IV
/

A
H;C C-Peptit
o

6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polyme khong peptidyl dugc chon tir nhém
bao gém polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme ctia etylen glycol va
propylen glycol, polyol dugc polyoxyetyl hda, rugu polyvinylic, polysaccarit,
dextran, polyvinyl etyl ete, PLA (poly(axit lactic)), PLGA (axit polylactic-
glycolic), polyme lipit, kitin, axit hyaluronic, va td hop ctia ching.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 rugu dugce st dung trong budc (i) va (ii) 1a
rugu bac mot, bac hai, hodc bac ba c6 s nguyén tir cacbon ndm trong khoang tir
mdt dén mudi.

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 rugu 12 etanol hodc isopropanol.

9. Phuong phap theo diém 1, trong d6 rugu c6 mat trong moéi trudng phan Gng véi
lugng nim trong khoang tir 35% dén 60% thé tich tinh theo téng thé tich moi
trudong phan ing.

10. Phuong phap theo diém 1, trong d6 d6 pH da st dung & budce (i) ndm trong

khoang tir 7,0 dén 10,0, khi polypeptit cé hoat tinh sinh 1y hoc 14 exendin hoic
dan xuét ciia chiing.
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11. Phuong phép theo diém 1, trong d6 d6 pH da st dung & budc (i) ndm trong
khoang tir 7,0 dén 10,0, khi polypeptit ¢ hoat tinh sinh ly hoc 1a oxyntomodulin
hoic din xuit ctia chung.

12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 d6 pH da st dung & budc (i) ndm trong
khoang tir 4,0 dén 10,0, khi polypeptit c6 hoat tinh sinh ly hoc 1a insulin cta
ngudi hodc din xuét cia chung.

13. Phuong phép theo diém 1, trong d6 do pH da st dung & budc (i) ndm trong
khoang tir 7,0 dén 10,0, khi polypeptit c6 hoat tinh sinh Iy hoc 1a GLP-1 hoic dan
xuét ciia chiing.

14. Phuong phép theo diém 1, trong d6 d6 pH da st dung & budc (i) nim trong
khoang tir 7,0 dén 10,0, khi polypeptit ¢6 hoat tinh sinh 1y hoc 1a GLP-2 hoic dan
xuit ctia chung.

15. Phuong phap theo diém 1, trong d6 thé tiép hop polypeptit c6 hoat tinh sinh ly
hoc dic hiéu vi tri 1a thé tiép hop exendin-4 trong d6 PEG dugc lién két vai
Lys27, thé tiép hop canxitonin trong 46 PEG dugc lién két v6i ddu tan cing N,
thé tiép hop oxyntomodulin trong d6 PEG dugc lién két véi Lys27 hodc Lys30,
thé tiép hop insulin cua ngudi trong d6 PEG duoc lién két v6i dau tan cing N cia
Glyl trong mach A hodc dugc lién két v6i Lys29 trong mach B, thé tiép hop
GLP-1 hodc GLP-2 trong d6 PEG dugc lién két voi Lys34 hodc Lys30, hodc cac
chit tuong tr cia ching.
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