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(54) DUQC PHAM CHUA PHUC CHAT CHELAT OLIGONUCLEOTIT-
POLYPEPTIT

(57) Sang ché dé cap dén duoc pham chira oligonuclelotit va it nhat mot polypeptit hodc

polypeptit dd pegyl hoa. Sang ché ciing dé xuat dugc pham bo sung dung dé diéu trj cac

bénh bao gdm bénh nhiém virut, phwong phap bao ché duoc pham va kit chira duge phim

nay.
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Linh vic k§ thuét dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén duoc phdm chira phirc chét chelat oligonucleotit (ON)
va mét hoidc nhiéu polypeptit khac nhau hoic polypeptit da pegyl héa, cac phuong
phép bao ché dugc phdm chira phitc chit chelat ON va mdt hodc nhidu polypeptit
khac nhau hoic polypeptit da pegyl hoa va md ta cac phuong phap diéu tri cic
bénh khac nhau bing dugc phdm nay.

T‘mh trang ky thuit ciia sang ché

Céc phtrc chét chelat ON bao gdm hai hodc nhiéu ON lién két cac phan tir
vGi nhau bdi mot cation kim loai hoa tri hai hodc da héa tri. Céc phire chét chelat
ON lam v6 hiéu c4c tinh chét chelat héa vdn c6 cta cac ON c6 thé tao ra ééc tac
dung phu lién quan t6i viéc ding thudc bang cic hop chét nay. Viéc 4p dung céc
phirc chit chelat ON 1a mot phwong phap méi 4p dung ON cho ddi tugng khi cac
tdc dung phu lién quan téi viée dﬁng thudc di kém véi cic ON chua duge chelat
héa (gdm cac ON dugc ding dudi dang cac mudi natri thuong duoc p dung trong
linh vuc k¥ thudt ndy) duge gidm nhe. Cac tic dung phu nay co thé bao gdm céac
triéu ching run, s6t va on lanh cung vo6i viéc hoa cimg hodc tiém truyén tinh
mach, viém va dau & vi tri tiém cung véi viée dung dugc phém nay dudi da. Hon
nita, bang cach bao ché cac ON duéi dang cac phirc chat da chelat hoa, tinh ning
dugc dong hoc cua ching cé thé dugc cai thién, cho phép nang cao tinh nang tri
lidu v6i lidu ding trong duong voi cac ON chua duge chelat hoa nhu duge mé ta
trong Coéng bd don Qudc t& s&6 WO 2012/021985 va Cong bd don yéu cau cép
patent My s 2012/0046348.

Céc phtrc chit chelat ON tao ra mot phuong phép cai tién d& ding cac ON
it cac tdc dung phu ma khong dnh hudng t6i hoat tinh sinh héa ciia ON khi dugce
ding dudi dang mubi natri don.

Céc phurc chit chelat ON chira ON ma hoat dong béi co ché phu thude vao
trinh trr hodc khéng phu thudc vao trinh tr ¢6 thé co tac dung tri liéu d6i véi tinh
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trang bénh 1y c6 thé khong cho mot két qua tri liéu tdi wu & dbi tugng c6 bénh
dang duoc didu trj bang phirc chét chelat ON.

Do d6, trong linh vurc k§ thuat nay c6 nhu ciu tao ra mét ché phidm méi cai
tién chira phitc chét chelat ON nhu dudi dang ché phim két hop.

Céc phirc chit chelat ON khang virut chita ON khang virut c6 tic dong boi
cac co ché phu thudc vao trinh ty hodc khong phu thudc vao trinh tr c6 thé c6 tac
dung khéang virut d6i véi cac ca nhiém virut khac nhau. Céc tic dung khéng virut
nay co thé khong cho két qua tri liéu t6i wu & dbi tugng hién dang nhiém virut da
duoc didu tri bing chelat ON. Mot két qua tri liéu duoc cai thién hon c6 thé dat
duoc b?mg cach st dung déng thoi phire chét chelat ON khang virut va mot tri liéu
mién dich trén co s& polypeptit c6 hoat tinh khang virut da biét.

Do d6, trong linh virc k§ thuat ndy c6 nhu ciu tao ra mot duge phidm méi
chira phirc chit chelat ON khang virut va polypeptit hoic polypeptit di pegyl héa
khang virut & dang két hop. Ly tudng 13 polypeptit khang virut ma ¢ thé ciing ¢
hoat tinh d6i v6i bénh nhiém virut duge dé cép, hodc 13 basi viée tic dong cung
dich/dudng sinh héa dudi dang chelat ON khéng virut dugce @& cap hodc bai viée
tac dong hudng dich/dudng sinh hda khac vai dich/dudng sinh hda bi tdc dong bdi
phirc chét chelat ON khéng virut.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Séang ché @ xuét dugc phim chira phirc chit chelat ON va mot hoic nhidu
polypeptit khac nhau.

Sang ché d& xudt dugc phim khéng virut chira phirc chit chelat ON khéng
virut va mot hodc nhiéu polypeptit hodc polypeptit da pegyl hoa khang virut.

Sang ché mo ta phuong phap diéu trj tinh trang bénh Iy bao gdm budc ding
duoc phdm chira phirc chét chelat ON va polypeptit cho dbi tugng can diéu tri.

Sang ché mé ta phuong phap diéu trj tinh trang bénh 1y bao gdm budc ding
qua cac duong dung nhu nhau hodc khac nhau céc duge phéim riéng biét, dugc
pham thir nhét chira phirc chét chelat ON v duoc phdm thr hai chira polypeptit
cho d6i tugng can diéu tri.

Séang ché mo ta phuong phéap diéu tri bénh nhiém virut bao gdm budc ding
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dugc phim chira chelat ON khéng virut va polypeptit khang virut cho d6i tuong
can diéu tri. '

Sang ché mé ta phuong phap didu tri bénh nhidm virut bao gdm budc ding
qua cac duong nhu nhau hodc khic nhau cac dugc phém riéng bi¢t, mot dugce
pham chira phirc chét chelat ON khang virut va dugc pham con lai chira polypeptit
khéng virut cho dbi tugng cin diéu tri.

Sang ché mé ta phuong phap diéu tri bénh nhiém virut bao gbém bude diung
phirc chét chelat ON khéng virut va polypeptit khang virut hogc 12 trong cing mot
duoc pham hodc trong cic dugc phim khéac nhau nhd sir dung céc dudng dung
nhu nhau hodc khac nhau. |

Sang ché mé ta viée sir dung dugc phim chira phirc chét chelat ON va
polypeptit dé diéu tri bénh.

Sang ché mé ta viéc sir dung dugc phim chira phirc chét chelat ON va
polypeptit dé bao ché thubc dé diéu tri bénh.

Sang ché mé ta viéc sir dung dugc phdm thir nhét chira phirc chét chelat |
ON va duge phim thtr hai chira polypeptit dé didu tri tinh trang bénh ly, dugc
phim nay dugc bao ché cho cac duong ding nhu nhau hogc khéc nhau.

Sang ché mo ta viéc sir dung dugc phdm chira chelat ON khéng virut va
polypeptit khang virut d diéu tri bénh nhiém virut.

Sang ché mé ta viéc st dung duoc phdm chira chelat ON khéng virut va
polypeptit khang virut dé bao ché thudc dé diéu tri bénh nhiém virut.

Sang ché mo ta viée str dung céc dugc phém, mot dugc phém chira phtrc
chit chelat ON khéang virut va dugc phidm con lai chira polypeptit khang virut,
dugc bao ché dé cung clp theo cic dudng nhu nhau hoic khic nhau mot cach
riéng biét, @ diéu tri bénh nhiém virut.

Séang ché mo ta viéc sir dung phirc chit chelat ON khéng virut va polypeptit
khang virut, dugc bao ché hoic 13 trong cling mét dugc phim hosc trong cac duge
phim khac nhau cho céc dudng diing nhu nhau hoic khac nhau, dé didu tri bénh
nhiém virut.

Sang ché dé xuét dugc phdm chira phic chét chelat oligonucleotit (ON),
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bao gém hai hoac nhidu ON duoc lién Kkét gifta cac phén tir boi cation hoéa tri hai,
va it nhat mot polypeptit.

Sang ché d& xuit dugc phdm chira phirc chit chelat ON khang virut, bao
gdm hai hogc nhiéu ON khéng virut dugc lién két gifta cac phan tir bi cation héa
trj hai, va it nhat mét polypeptit khang virut.

Theo mét phuong 4n, polypeptit khang virut duoc pegyl hoa tiép.

Theo mdt phuong 4n khac, cation héa tri hai 13 kim loai kiém thé c6 trang
thai dién tich 2+.

Theo mgt phuong an khéac, cation kim loai hda tri hai 1a kim loai chuyén
tiép co trang thai dién tich 2+.

Theo mot phuong an khéc, cétion kim loai hoéa tri hai 1a kim loai day
lantanoit c6 trang thai dién tich 2+.

Theo mdt phuong an khéc, cation kim loai héa tri hai 14 kim loai nim sau
nhém chuyén tiép c6 trang thai dién tich 2+.

Theo mdt phuong 4n khéc, cation kim loai héa tri hai 1a canxi.

Theo mdt phuong 4n khéc, cation kim loai hoéa tri hai 1a magie.

Theo modt phuong an khac, cation kim loai héa tri hai 1a sét (2+), mangan,
d6ng hozic kém.

Theo mdt phuong 4n khac, cation hoa tri hai bao bao gdm hai hozic nhiéu
cation kim loai héa tri hai khac nhau.

Theo mét phuong 4n khac, cation héa trj hai bao gém canxi va magie.

Theo mot phuong 4n khac, phirc chit chelat ON bao gdm it nhit mot ON
dang soi kép.

Theo mot phuong 4n khac, phirc chit chelat ON bao gbm it nhit mét ON
¢6 it nhit mét lién két phosphorothioat.

Theo mot phuong an khac, phirc chit chelat ON bao gbm it nhit mét ON
da phosphorothio h6a hoa hoan toan.

Theo mot phuong 4n khac, phirc chit chelat ON bao gbm it nhat mét ON
c6 mot riboza da cai bién & vi tri 2”.

Theo mot phuong an khac, phirc chit chelat ON bao gbm it nhit mét ON
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c6 riboza 33 O-metyl hda & vi tri 2°.
Theo mdt phuong 4n khéc, phirc chit chelat ON bao gdm it nhat mot ON
chtra it nhit 5’metylxytosin.
Theo mdt phuong 4n khac, phirc chit chelat ON bao gdm it nhat mot ON,
trong d6 xytosin con 13 5’metylxytosin.
Theo mét phuong 4n khac, phirc chét chelat ON bao gdm oligonucleotit
duogc chon trong s6 céc trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1-6 va 10-18.
Theo mot phuong 4n khéc, phirc chét chelat ON bao gdm oligonucleotit
dugc chon trong s céc trinh tir dugc thé hién trong SEQ ID NO: 7-9.
Theo mdt phurong 4n khac, polypeptit 13 it nht mot trong sb:
Thymosin al;
a-interferon bat ky hoic cac din xuit di pegyl hoa ctia nd;
B-interferon bat ky hodc cic dan xuit da pegyl hoa clia nd;
y-interferon bat ky hoidc cac din xuét da pegyl hoa ciia no;
A-interferon bt ky hoidc cac din xuét da pegyl hoa cia né;
Interferon a-2a hodc a-2b hoac a-N3;
Interferon B-1a hodc B-1b;
Interferon y-1b;
Interferon A1 hodc A2 hodc A3;
Interferon o-2a hodc a-2b hodc A1 hodc A2 hoac A3 d3 pegyl hoa;
Myrcludex B;
Xytokin khang vi rut bit ky hodc cac dan xuét da pegyl hoa ciia né;
Protein thymic A; va
Polypeptit b4t ky thé hién hoat tinh khang virut hodic hoat tinh kich thich mién
dich. |
Theo mdt phuong an khéc, dugc phdm duge bao ché dé ding dudi da.
Theo m6t phuong an khac, dugc phdm dugc bao ché dé truyén tinh mach.
J | Theo m6t phuong 4n khac, dugc phim dugc bao ché cho it nhit mét trong
s& cﬁé dudng diing sau: hit khi dung, trong nhan ciu, tiéu hoéa qua duong miéng,

tan trong rudt, tiém trong co, tiém trong mang bung, tiém vao tily sdng; truyén vao
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tay séng, trong khi quan, tiém tinh mach va tai chd.

Theo mot phuong 4n khac, phirc chit chelat ON bao gom it nhit mot ON
¢6 trinh tu duge thé hién trong SEQ ID NO: 2.

Theo mdt phuong 4n khac, phirc chit chelat ON bao gbm it nhit mét ON
¢6 trinh ty duogc thé hién trong SEQ ID NO: 11.

Theo mot phuong an khac, phirc chit chelat ON bao gbm it nhit mét ON
¢6 trinh tu duge thé hién trong SEQ ID NO: 18.

Theo mdt phuong an khac, dugc phém con chira mot hodc nhidu trong sb
cidc chét sau: entecavir, tenofovir disoproxil fumarat, telbuvidin, adefovir
dipivoxil, lamivudin, ribavirin, telaprevir, boceprevir, GS-7977, tegobuvir,
zanamivir, oseltamivir, ganciclovir, foscarnet, acyclovir, zidovudin, abacavir,
lopinavir, ritonavir hodc efavirenz.

Theo mot phuong an khéc, dugc phém con chtra chit mang.

Sang ché d& xuit duoc phim chira phitc chit chelat ON bao gdm
oligonucleotit c6 trinh ti dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3, va interferon a-2a
da pegyl hoa. A

Sang ché dé xut dugc phidm chtra phtc chit chelat ON bao gdm
oligonucleotit cd trinh tu duq;c thé hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon a-2a
da pegyl hoa.

Sang ché @ xuit dugc phdm chira phic chdt chelat ON bao gdm
oligonucleotit ¢ trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon a-2a
da pegyl hoa.

Sang ché & xuit dugc phdm chia phic chit chelat ON bao gdm
oligonucleotit c6 trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3, va thymosin al.

Sang ché @ xuit dugc phdm chira phuc chat chelat ON bao gdm
oligonucleotit ¢6 trinh tr dugc thé hién trong SEQ ID NO: 18, va thymosin al.

Sang ché @ xuit dugc phdm chira phic chét chelat ON bao gdm
oligonucleotit ¢6 trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 11, va thymosin a.l.

Sang ché dé xuit dugc phidm chira phiic chit chelat ON bao gdm

oligonucleotit co trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3, va interferon a-2b.
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Sang ché d& xudt dugc phdm chira phirc chét chelat ON bao gbm
oligonucleotit c6 trinh tu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon a-2b.

Sang ché d& xuédt dugc phidm chira phirc chit chelat ON bao gbém
oligonucleotit c6 trinh tu duge thé hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon a-2b.

Sang ché d& xudt dugc phidm chira phtrc chit chelat ON bao gbm
oligonucleotit ¢6 trinh tir dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3, va thymosin al da
pegyl hoéa.

Séang ché dé xudt dugc phdm chira phirc chét chelat ON bao gbm
oligonucleotit ¢6 trinh tir dugc thé hién trong SEQ ID NO: 18, va thymosin a1 da
pegyl hoa.

Sang ché dé xudt dugc phdm chira phic chit chelat ON bao gdm
oligonucleotit c6 trinh trr dugc thé hién trong SEQ ID NO: 11, va thymosin al da
pegyl hoéa.

Sang ché d& xuit duoc phidm chtta phirc chit chelat ON bao gdm
oligonucleotit ¢6 trinh ty dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3, va interferon o-2b
da pegyl hoa.

Sang ché dé xudt dugc phdm chira phirc chit chelat ON bao gdm
oligonucleotit ¢6 trinh tw dugc thé hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon o-2b
da pegyl hoa.

Séng ché d& xudt dugc phdm chira phic chit chelat ON bao gdm
oligonucleotit c6 trinh tr duoc thé hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon a-2b
da pegyl hoa.

Sang ché d& xudt duoc phidm chira phirc chét chelat ON bao gdm
oligonucleotit c6 trinh tu dugce thé hién trong SEQ ID NO: 3, va interferon A1.

Sang ché d& xudt dugc phdm chtra phic chét chelat ON bao gém
oligonucleotit c6 trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon A1.

Sang ché d& xudt duoc phdm chtra phirc chit chelat ON bao gbm
oligonucleotit c6 trinh tir dugc thé hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon A1.

Séng ché dé& xudt dugc phidm chtra phirc chit chelat ON bao gbm

oligonucleotit ¢6 trinh tur dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3, va interferon A1 d
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pegyl hoéa.

Sang ché d xuit duoc phdm chira phirc chit chelat ON bao gbm
oligonucleotit ¢6 trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon A1 da
pegyl hoa.

Sang ché @& xuit duoc phdm chira phirc chit chelat ON bao gdm
oligonucleotit c6 trinh tur dugc thé hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon A1 d3
pegyl hoa.

Sang ché d& xuit phuong phép bao ché dugc phdm nhu duge md ta & day,
phuong phap nay bao gdm cac budc:

a. hoa tan it nhit mot mudi natri oligonucleotit (ON) trong t4 dugc dang nuéc
dugc dung;

b. bd sung tir tir dung dich mubi kim loai hoa tri hai dugc dung vao ON d4 hoa tan
sao cho phirc chat chelat ON con lai hoa tan; |

c. hoa tan mot hodc nhidu polypetit khang virut trong t4 dugc dang nudc dugc
dung, twong thich; va

d. trdn tir tir dung dich polypeptit khang virut v4i dung dich phuc chét chelat ON
sao cho d0 tan ciia phirc chit ON chelat va polypeptit khang virut dugc bao toan.

Sang ché ciing d& xuit phuong phép bao ché dugc phim nhu duge md ta &
day, phuong phap nay bao gdm cac budc:

a. hoa tan it nhit mot mudi natri oligonucleotit (ON) trong t4 dugc dang nudc
dugc dung;

b. bd sung tir tir it nhit mét trong s§ cac dung dich mudi canxi va/hodc magie
dugc dung vao ON da hoa tan sao cho phuc chét chelat ON con lai hoa tan;

c. hoa tan mdt hodc nhiéu polypetit khang virut trong t4 dugc dang nuéc dugc
dung, trong thich; va

d. tron tir tir dung dich polypeptit khang virut v6i dung dich phirc chét chelat ON
sao cho d tan cia phirc chit ON chelat va polypeptit khang virut duge bao toan.

Theo m{t phuong an, dung dich phuc chit chelat ON va dung dich
polypeptit dwgc két hop ngay trude khi cung cip dirqc phim.

Theo mot phuong 4n khéc, ty 18 gitra mubi kim loai hoéa tri hai duge bd
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sung vao ON d3 hoa tan véi luong nim trong khoang 0,1-50mg cho 100mg
oligonucleotit.

Theo mdt phuong an khac, ndng d ON cudi nim trong khoang 0,1-
200mg/ml.

Theo mét phuong 4n khéc, mudi kim loai hoa trj hai 12 it nhit mot trong sb
mudi clorua, mudi gluconat, mubi xitrat, mubi lactat, mudi malat, mudi aspartat,
mudi fumarat, mubi ascorbat, mudi benzoat, mudi erythorbat, mudi propionat,
mudi sulfat hogc mudi bicacbonat. _

" Theo mdt phuong 4n khéc, dung dich mudi kim loai héa tri hai chira it nhat
mot trong sb canxi, magie, st (2+), mangan, déng hodc kém.

Sang ché dé xuét kit chira duge phdm nhu dugc mé ta & day.

Theo mét phuong 4n, phtrc chit chelat ON va it nhit mdt polypeptit duoc
" bao ché mdt cach riéng biét.

Theo mét phuong 4n khéc, phirc chét chelat ON va it nhat nicf)t polypeptit
dugc bao ché dé cing dung theo cac dudng ding nhu nhau hodc khéc nhau.

M0 ta viin tit cAc hinh vé

Phén mé ta sau duoc dua ra ¢6 dua vao cac hinh v& kém theo:

Fig.1 minh hoa cic d4u hiéu sinh hoéa thong thudng ciia cac ON. A) Pdng
tach REP 2006 va phosphorothioat ON c6 21mer ¢6 mét trinh tu dd dugce x4c dinh
bing sic ky 16ng hiéu suit cao. B) Nhan dién céc loai trong ON ¢6 21mer bing
phd khéi. C) Nhén dién cac loai trong REP 2006 ON bing phd khéi.

Fig.2A minh hoa céc d4u hiéu hoa hoc chung cta cac ON khong phu thudc
vao trinh ty ON. Khéng phu thudc vao trinh tu, ON tdn tai dudi dang polyme cé
c4 tinh ky nudc 13n tinh wa nuée. Qua trinh phosphorothio héa (dugc thé hién dudi
dang ciu tric hoa trén hinh v& nay) c6 tic dung lam ting tinh ky nuéc ctia polyme
ON nhung khéng 4nh hudng t6i tinh wa nuée. Fig.2B khai quat héa ban chét cia
su chelat héa ON cua cac cation kim loai hoa tri hai va hoda tri ba. Cac cation kim
loai (duoc thé hién bing cac hinh tron dic xam) lién két cac bé mat wa nude cia
polyme ON qua céc ciu ion kim loai (dugc thé hién bing céc hinh elip) ndm giita

hai hodc ba nguyén tir oxy hodc Iuu huynh khéng lién két ciu trong cac lién két

-10-
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phosphodieste.

Fig.3 minh hoa mé hinh d6i véi tinh chét cia dung dich chira cac ON véi
su ¢6 mit cua cac cation kim loai héa tri hai hodc da hoa tri véi cac néng do ON
va cation kim loai hoa tri hai khac nhau. A) Néng d6 cation kim loai hoa tri
hai/hoéa tri ba thép, nf‘mg do ON thép tao ra cac cac phic chét chelat ON c6 trét tu
tha?'lp hodc céc dime. B) Viéc ting ndng do cation kim loai ho tri hai/héa tri ba din
dén su tao ra phirc chét chelat ON dy du hon trong dung dich nay. C) Viéc gia
tang tiép cac néng d6 ON vdi su ¢6 miét ctia cac kim loai ho4 tri hai hodc hoéa tri ba
c6 kha ning tao ra cac phirc chét chelat ON c6 trat tir cao hon ciing véi viée gia
tang cac ndng d6 kim loai. Toan bd c4c phirc chit chelat tir (A) téi (C) déu hoa tan
trong dung dich nu6e do c¢6 cac bé mit wa nude van duge tiép xic véi mdi trudng
nuée nhd vay duy tri dugc tinh hoa tan. D) Véi cac ndng d6 ON va kim loai du, tat
ca cac bé mit wa nudc déu nim trong céc phtc chét chelat ON, chi con céc bé mit
ky nude duoc tiép xtc véi mébi ti'uémg nu6e. Didu nay din dén lam két tia phirc
chét chelat ON.

Fig.4 minh hoa mtrc d§ anh hudéng cia tinh chét ctia dung dich chira cac
phtrc chit chelat ON-chit phat huynh quang t&i su phan cuc phat huynh quang.
Khi ting ndng d6 kim loai, thi kich thudc (va khdi lwong) cia luong tao ra phic
chét chelat ON ciing ting (xem Fig.3) va do vay it x40 tron hon trong dung dich
ndy. Su x4o tron chdm d6 cta phirc chit nay trong dung dich din dén viéc 1am
ting murc phan cuc phat huynh quang va 1am ting trj s6 mP.

Fig.5 minh hoa viéc tich HPLC cta hdn hop REP 2055 canxi
chelat/interferon o-2b bang cach sir dung phuwong phap oligo nhu dugc md ta
trong Vi du 4. Pic ON c6 chiéu dai diy dii (miii tén 16n) trong sic ky ndm sau cac
san phdm thtr yéu ciia quy trinh téng hop khéng hoan toan (cic miii tén nho) va
thuong 13 cac ON c6 céc trinh tu khuyét mdt hodc nhiéu nucleotit so véi trinh tur
ON c6 chiéu dai ddy du. Profin HPLC nay thuong 1a d6i véi tit ca cac ON khong
duoge tinh ché duoc sir dung (REP 2055, REP 2057 va REP 2148).

Fig.6 minh hoa viéc phéan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong hdn
hop REP 2055 canxi chelat/interferon a-2b tir pic HPLC & 16,70 phit dugc thé
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hién trén Fig.5. Khéi lugng quan sat dugce cua cac loai so cép 1a 12612,2 Da, nhan
dién n6 1a REP 2055 (Trong lugng phéan tir dugce ky vong = 12612,5).

Fig.7 minh hoa viéc taich HPLC hdn hop REP 2055 canxi chelat/interferon
a-2b bang cach sir dung phuong phap protein 1 (xem Vi du 4).

Fig.8 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2055 canxi chelat/interferon a-2b tir pic HPLC & 11,03 phuat duge thé hién
trén Fig.7. Pic khdi lugng quan sat duge & 19263 Da tuong tng véi interferon o-
2b (Trong lugng phan tir dugc ky vong = 19271 Da) va pic & 66560 Da tuong
ung véi albumin & nguoi. |

Fig.9 minh hoa viéc tich HPLC hén hgp REP 2057 canxi chelat/interferon
a-2b bing cach sir dung phwong phap oﬁgo du¢c mo ta ¢ day (xem Vi du 4). Nhu
dugc thé hién trén Fig.5, cac san phim thr yéu cia quy trinh tdng hop khéng hoan
toan dimg trudce pic chinh ciia trinh tir REP 2057 ¢6 chiéu dai diy du.

Fig.10 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2057 canxi chelat/interferon a-2b tir pic HPLC & 15,46 phiit dugc
thé hién trén Fig.9. Khéi lugng quan sat dugce cua cac loai so cép l1a 13413,5 Da,
nhén dién no 1a REP 2057 (Trong lugng phan tir dugce ky vong = 13413,3).

Fig.11 minh hoa viéc tdich HPLC hén hop REP 2057 canxi chelat/interferon
a-2b bang céach sir dung phuong phap protein 1 duge mé ta & ddy (xem Vi du 4).

Fig.12 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hon hop
REP 2057 canxi chelat/interferon a-2b tir pic HPLC & 11,43 phut duge thé hién
trén Fig.11. Pic khéi luong quan sat duoc & 19264 Da twong tng véi interferon o-
2b (Trong lugng phan tr duge ky vong'lé = 19271 Da) va pic & 66618 Da tuong
ung véi albumin & nguoi.

Fig.13 minh hoa viéc tdich HPLC hdn hop REP 2139 canxi chelat/interferon
a-2b bing cach st dung phuong phép oligo dugc mé ta & day (xem Vi du 4).
Khong thiy c6 cac san pham téng hop khong hoan toan.

Fig.14 minh hoa viéc phén tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hén hop REP 2139 canxi chelat/interferon a-2b tir pic HPLC & 19,11 dugc thé

hién trén Fig.13. Khdi lugng quan sat dugc cia cac loai so cip 1a 14095,3 Da,
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nhéin dién n6 1a REP 2139 (Trong lugng phéan tir dugc ky vong 1a = 14094,6).

Fig.15 minh hoa viéc tich HPLC hén hgp REP 2139 canxi chelat/interferon
a-2b bing cach sir dung phuong phap protein 1 duge mé ta & diy (xem Vi du 4).

Fig.16 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2139 canxi chelat/interferon a-2b tir pic HPLC & 11,12 phiit dugc thé hién
trén Fig.15. Pic khéi luong quan sat duoc & 19264 Da tuong tng véi interferon o-
2b (Trong lugng phan tir dugce ky vong 1a = 19271 Da) va pic & 66674 Da tuong
ung vaGi albumin & nguodi.

Fig.17 minh hoa viéc tach HPLC hdn hop REP 2148 canxi chelat/interferon
" a-2b bing cach sir dung phuong phép oligo durge mé ta & day (xem Vi du 4). Céc
san phdm thtr yéu cia quy trinh tong hop khong hoan toan dig trudc pic chinh
clia trinh ty REP 2148 c6 chiéu dai diy du.

Fig.18 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hén hop REP 2148 canxi chelat/interferon a-2b tir pic HPLC & 15,34 phut dugc
thé hién trén Fig.17. Khéi luong quan sat duoc ctia cac lodi so cip 1a 12891,6 Da,
nhéin dién nd 1a REP 2148 (Trong lugng phén tir dugc ky vong = 12893,6).

Fig.19 minh hoa viéc tdch HPLC cua hdn hop REP 2148 canxi
chelat/interferon o-2b bing cach sir dung phuong phap protein 1 duge md ta & ddy
(xem Vi du 4). ,

Fig.20 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hén hgp
REP 2148 canxi chelat/interferon o-2b tir pic HPLC & 8,44 phiit dugc thé hién
trén Fig.19. Pic khéi lugng quan sat dugc & 19265 Da twong g véi interferon o-
2b. A

Fig.21 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2006 canxi chelat/thymosin
al bang cach st dung phuong phap oligo duge mé ta & day (xem Vi du 4). Pic rira
giai & 6,31 phut trong tmg v&i thymosin ol (mili tén mau trng) va pic rira giai &
15,15 phut trong tmg véi REP 2006 ¢6 chiéu ddy da (miii tén mau den).

Fig.22 minh hoa viéc phén tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn h(_)p REP 2006 canxi chelat/thymosin al tir pic HPLC & 15,15 phut dugc thé
hién trén Fig.21. Khéi luong quan sat duge 13 khoang 12650 - 13150 Da, nhén
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dién né 1a REP 2006 (Trong lugng phan tir dwgc ky vong 1a = 12612 - 1309 2Da).

Fig.23 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2006 canxi chelat/thymosin ol tu pic HPLC & 6,31 phut dugc thé hién trén
Fig.21. Khdi lugng quan sat dugc cia cac loai so cép 1a 3108 Da, nhan dién nd 1a
thymosin al (Trong lugong phén tir duge ky vong = 3108 Da).

Fig.24 minh hoa viéc tich HPLC hdn hop REP 2055 canxi chelat/thymosin
al bing cach sir dung phuong phép oligo dugc md ta & day (xem Vi du 4). Pic rira
giai & 6,12 phit trong tmg v6i thymosin ol (mili tén mau tring) va pic ria giai &
16,70 phut trong tng v&i REP 2055 ¢6 chidu dai ddy du (miii tén mau den).

Fig.25 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hgp REP 2055 canxi chelat/thymosin ol tir pic HPLC & 16,70 phut dugc thé
hién trén Fig.24. Khéi luong quan sat duoc clia cic loai so cdp 1a 12612,1 Da,
nhén dién n6 1a REP 2055 (Trong lugng phéan tir dugce ky vong 1a = 12612,5).

Fig.26 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2055 canxi chelat/thymosin ol tir pic HPLC & 6,12 phut dugc thé hién trén
Fig.24. Khéi lugng quan sét dugce cua cac loai so Cé’ip 1a 3107,6 Da, nhan dién né
1a thymosin a1 (Trong lugng phan tir dugce ky vong = 3108 Da).

Fig.27 minh hoa viéc tich HPLC hén hgp REP 2057 canxi chelat/thymosin
al bang cach sir dung phuong phép oligo duoc md ta & ddy (xem Vi du 4). Pic rira
giai & 6,18 phit trong tmg v6i thymosin ol (mili tén mau tring) va pic rira giai &
15,47 phut turong tng véi REP 2057 ¢6 chidu dai ddy du (miii tén mau den).

Fig.28 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2057 canxi chelat/thymosin ol tir pic HPLC & 15,47 phut dugc thé
hién trén Fig.27. Khbi lugng quan sat dugc clia céc loai so cép 1a 13413,5 Da,
nhan dién n6 1a REP 2057 (Trong lugng phén tir dugce ky vong = 13413,3 Da).

Fig.29 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2057 canxi chelat/thymosin ol tir pic HPLC & 6,18 phiit duoc thé hién trén
Fig.27. Khéi lugng quan st dugc cia cac loai so cp 1a 3107,6 Da, nhan dién né
1a thymosin a1 (Trong lugng phan tir dugce ky vong = 3108 Da).

Fig.30 minh hoa viéc tdich HPLC hén hgp REP 2139 canxi chelat/thymosin
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al bing ééch str dung phuong phép oligo dugc mo ta ¢ day (xem Vi du 4). Pic rira
giai & 6,13 phut twong tng v6i thymosin ol (miii tén mau tring) va pic rira giai &
19,01 phut twong tmg v6i REP 2139 c6 chiéu dai dy do (miii tén mau den).

Fig.31 minh hoa viéc phén tich ESI-MS ham luong oligonucleotit trong
hdn hop REP 2139 canxi chelat/thymosin al tir pic HPLC & 19,01 phit dugc thé
hién trén Fig.30. Khéi lugng quan sat. dugc cia cac loai so cip 1a 14094,5 Da,
nhén dién n6 1a REP 2139 (Trong lugng phan tir duge ky vong = 14094,6).

Fig.32 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hén hop
REP 2139 canxi chelat/thymosin a1 tir pic HPLC & 6,13 phut dugc thé hién trén

-Fig.30. Khéi lugng quan sat dugc cia cac loai so cép 1a 3107,6 Da, nhan dién n6
1a thymosin al (Trong lugng phén tir duge ky vong = 3108 Da).

Fig.33 minh hoa viéc taich HPLC hdn hop REP 2148 canxi chelat/thymosin
al bang cach sir dung phuong phap oligo dugc md ta & day (xem Vi du 4). Pic rira
gi4i & 6,28 phiit trong tmg v&i thymosin ol (mili tén mau tring) va pic rira giai &
15,19 phut turong tng v6i REP 2148 c6 chidu dai diy du (miii tén mau den).

Fig.34 minh hoa viéc phéan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hén hop REP 2148 canxi chelat/thymosin al tir pic HPLC & 15,19 phit dugc thé
hién trén Fig.33. Khéi luong quan sat dugc cla cac loai so cip 1a 12892 Da, nhan
dién né 1a REP 2148 (Trong lugng phan tir dugc ky vong = 12893 Da).

Fig.35 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2148 canxi chelat/thymosin al tir pic HPLC & 6,28 phut dugce thé hién trén
Fig.33. Khdi lugng quan sat dugc cua cac loai so cép 1a 3107,3 Da, nhan dién né
13 thymosin al (Trong lugng phéan tir dugc ky vong = 3108 Da).

Fig.36 minh hoa viéc tich HPLC hén hop REP 2006 canxi chelat/interferon
a-2a da pegyl hoa biang cach str dung phuwong phép oligo duge md ta & ddy (xem
Vi du 4).

Fig.37 minh hoa viéc phén tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2006 canxi chelat/interferon a-2a di pegyl héa tir pic HPLC & 14,59
phut dugc thé hién trén Fig.36. Khéi lugng quan sat dugce cua cac loai so ce"lp la

khoang 12600 - 13200 Da, nh4n dién né 1a REP 2006 (Trong luong phan tir dugc
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k§ vong = 12612 - 13092 Da).

Fig.38 minh hoa viéc taich HPLC hén hop REP 2006 canxi chelat/interferon
a-2a da pegyl héa bang cach st dung phuong phép protein 2 dugc md ta & day
(xem Vidu 4).

Fig.39 minh hoa viéc phéin tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2006 canxi chelat/interferon a-2a interferon a-2a da pegyl hoa tir pic HPLC
& 13,21 phut dugc thé hién trén Fig.38. |

Fig.40 minh hoa viéc tich HPLC hdn hop REP 2055 canxi chelat/interferon
a-2a d3 pegyl hoa bang cach sir dung phuong phép oligo dugc mo ta & day (xem
Vidu4).

Fig.41 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham luong oligonucleotit trong
hdn hop REP 2055 canxi chelat/interferon a-2a di pegyl héa tir pic HPLC ¢ 16,71
phut dugc thé hién trén Fig.40. Khéi luong quan sat dugce cia cac lodi so clp l1a
12612,4 Da, hhafm dién no 1a REP 2055 (Trong lugng phéan t& dugc ky vong =
- 12612,5 Da).

Fig.42 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2055 canxi chelat/interferon
a-2a da pegyl hoa bang cach sir dung phuong phép protein 2 duge md ta & day
(xem Vidu 4).

Fig.43 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop REP
2055 canxi chelat/interferon a-2a da pegyl héa tir pic HPLC & 8,03 phut duoc thé
hién trén Fig.42.

Fig.44 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2057 canxi chelat/interferon
a-2a da pegyl héa bing cach st dung phuong phap oligo duge mé ta & ddy (xem
Vidu4).

Fig.45 minh hoa viéc phén tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2057 canxi chelat/interferon a-2a d3 pegyl hoa tir pic HPLC & 15,45
phut dugc thé hién trén Fig.44. Khéi luong quan st dugc clia cac loai so clp 1a
13413,5 Da, nhén dién n6 1a REP 2057 (Trong lugng phén tir dugc ky vong =
134133 Da).

Fig.46 minh hoa viéc tich HPLC hdn hop REP 2057 canxi chelat/interferon
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a-2a dd pegyl hoa bang cach sir dung phuong phép protein 2 duge md ta & day
(xem Vi du 4).

Fig.47 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham luong peptit trong hdn hop
REP 2057 canxi chelat/interferon a-2a d3 pegyl héa tir pic HPLC & 8,04 phut
dugc thé hién trén Fig.46.

Fig.48 minh hoa viéc tich HPLC hdn hop REP 2139 canxi chelat/interferon
a-2a di pegyl héa bang cach sir dung phuong phép oligo duge mo ta & ddy (xem
Vi du 4). |

Fig.49 minh hoa viéc phén tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2139 canxi chelat/interferon a-2a da pegyl héa tir pic HPLC & 19,08
phut dugc thé hién trén Fig.48. Khéi luong quan sat dugc cla céc lodi so cép 1a
14095,3 Da, nhan dién n6 1a REP 2139 (Trong lugng phén t& duge ky vong =
14094,6 Da). ‘

Fig.50 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2139 canxi chelat/interferon
a-2a dd pegyl hoa bang cach st dung phuong phép protein 2 dugc md ta & day
(xem Vi du 4).

Fig.51 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2139 canxi chelat/interferon a-2a d3 pegyl héa tir pic HPLC & 8,02 phut
dugc thé hién trén Fig.50.

Fig.52 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2148 canxi chelat/interferon
a-2a da pegyl hoa bang cach str dung phuong phép oligo dugc mo ta & diy (xem
Vi du4).

Fig.53 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2148 canxi chelat/interferon a-2a da pegyl héa tir pic HPLC ¢ 15,42
phut dugc thé hién trén Fig.52. Khéi luong quan sat duge clia cac lodi so clp 1a
12891,5 Da, nhan dién n6 1a REP 2148 (Trong lugng phéan tir dugc ky vong =
12893 Da).

Fig.54 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2148 canxi chelat/interferon
a-2a d3 pegyl hoa bang cach st dung phuong phap protein 2 dugc md ta & déy
(xem Vidu4).
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Fig.55 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2148 canxi chelat/interferon a-2a dd pegyl héa tir pic HPLC & 13,17 phut
dugc thé hién trén Fig.54.

Fig.56 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2055 canxi chelat/interferon
A1 bang cach str dung phuong phép oligo dugc mo ta & day (xem Vi du 4).

Fig.57 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2055 canxi chelat/interferon A1 tir pic HPLC & 14,84 phit dugc thé
hién trén Fig.56. Khéi lugng quan sat dugc cia cac loai so cp 13 12610,6 Da,
nhan dién né 1a REP 2055 (Trong Iugng phan tir duge ky vong = 12612,5 Da).

Fig.58 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2055 canxi chelat/interferon
A1 bang cach st dung phuong phép protein 2 dwge md té & ddy (xem Vi du 4).

Fig.59 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2055 canxi chelat/interferon A1 tir pic HPLC & 10,68 phut dugc thé hién trén
Fig.58. Mbt pic chil yéu quan sat duge & 20139 Da, phit hop véi trong lugng phan
tir gn dung cia interferon A1.

Fig.60 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2139 canxi chelat/interferon
A1 bang céach sir dung phuong phép oligo dugc md ta & day (xem Vi du 4).

Fig.61 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2139 canxi chelat/interferon A1 tir pic HPLC & 17,31 phut dugc thé
hién trén Fig.60. Khbi lugng quan sat dugc cta cac loai so cép 1a 14095,3 Da,
nhén dién né 1a REP 2139 (Trong lugng phén tir dugc ky vong = 14094,6 Da).

Fig.62 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2139 canxi chelat/interferon
A1 bang céach str dung phuong phép protein 2 duge md ta & ddy (xem Vi du 4).

Fig.63 minh hoa viéc phén tich ESI-MS ham lugng protein trong hdn hop
REP 2139 canxi chelat/interferon A1 tir pic HPLC & 10,53 phut dugc thé hién trén
Fig.62. Mot pic chi yéu quan sat duge & 20139 Da, phit hgp véi trong Iugng phan
ttr gdn dung cua interferon A1

Fig.64 minh hoa viéc tich HPLC hén hgp REP 2148 canxi chelat/interferon
A1 bang cach str dung phuong phép oligo durgc mo ta & day (xem Vi du 4).

Fig.65 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
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hdn hop REP 2148 canxi chelat/interferon A1 tir pic HPLC ¢ 15,47 phiit duoc thé
hién trén Fig.64. Khéi luong quan st dugc cia cac lodi so cdp 1a 12891,8 Da,
nhén dién né 1a REP 2148 (Trong lugng phan ti dugce ky vong = 12893 Da).

* Fig.66 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2148 canxi chelat/interferon
A1 bang cach st dung phwong phép protein 2 dugc mé ta & ddy (xem Vi du 4).

Fig.67 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham luong protein trong hdn hop
REP 2148 canxi chelat/interferon A1 tir pic HPLC & 10,51 phut dugc thé hién trén
Fig.66. M6t pic chii yéu quan sat dugc & 20139 Da, phit hgp véi trong lugng phan
tlr gAn duing cua interferon A1 |

Fig 68 minh hoa viéc tach HPLC hdn hgp REP 2055 magie chelat/thymosin
al bang cach sir dung phuong phap oligo dugc mb ta & diy (xem Vi du 4). Pic rira
giai ¢ 5,86 phut twong ung vdi thymosin ol (mili tén mau trang) va pic rira giai &
14,62 phit twong tg véi REP 2055 ¢6 chidu dai ddy du (miii tén mau den).

‘ Fig.69 minh hoa viéc phén tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hén hop REP 2055 magie chelat/thymosin al tir pic HPLC & 14,62 phiit dugc thé
hién trén Fig.68. Khéi lugng quan sat dugc ciia cic lodi so cép 1a 12610,1 Da,
nhén dién né 1a REP 2055 (Trong lugng phan tir dugc ky vong 1a = 12612,5).

Fig.70 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hén hop
REP 2055 magie chelat/thymosin al tir pic HPLC & 5,82 phit dugc thé hién trén
Fig.68. Khéi lugng quan séat dugce cua cac loai so cép 1a 3107,1 Da, nhan dién n6
Ia thymosin a1 (Trong lugng phan t&r dugce ky vong = 3108 Da).

Fig.71 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2055 hén hop canxi-magie
chelat/thymosin a1 bang cach sir dung phuong phap oligo dugc md ta & ddy (xem
Vi du 4). Pic rira giai & 6,02 phit twong tng v6i thymosin al (miii tén mau tréng)
va pic rira giai & 14,85 phut tvong tng v6i REP 2055 ¢6 chidu dai ddy du (mii tén
mau den).

Fig.72 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2055 hén hop canxi-magie chelat/thymosin a1 tir pic HPLC & 14,85
phut dugc thé hién trén Fig.71. Khdi hrgng quan sat dugc ciia cic loai so cap 1a

12609,7 Da, nhan dién n6 1a REP 2055 (Trong lugng phén tir dugc ky vong 1a =

-19-



25756

12612,5).

Fig.73 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdn hop
REP 2055 hdn hop canxi-magie éhelat/thymosin al tr pic HPLC & 6,02 phut
dugc thé hién trén Fig.71. Khéi lwong quan sat duge cia cac loai so cép 1a 3107,1
Da, nhén dién n6 1a thymosin a1 (Trong lugng phan t& duge ky vong = 3108 Da).

Fig.74 minh hoa viéc tich HPLC hén hop REP 2055 magie
chelat/interferon o-2a da pegyl hoa bang cach sir dung phuong phép oligo dugc
mé ta & day (xem Vi du 4).

Fig.75 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2055 magie chelat/interferon o-2a da pegyl héa tir pic HPLC &
14,83 phut dugc thé hién trén Fig.74. Khéi lugng quan sit dugc clia céc lodi so
cép 12 12610,2 Da, nhan dién n6 13 REP 2055 (Trong lugng phan tir duge ky vong
=12612,5 Da). _

Fig.76 minh hoa viéc tach HPLC hdén hop REP 2055 magie
chelat/interferon a-2a da pegyl hoa bang cach st dung phuong phép protein 2
dugc mo ta & day (xem Vi du 4).

Fig.77 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hdén hop
REP 2055 magie chelat/interferon a-2a da pegyl hoéa tir pic HPLC & 13,44 phut
dugc thé hién trén Fig.76. ,

Fig.78 minh hoa viéc tich HPLC hdn hop REP 2055 hdn hop canxi-magie
chelat/interferon o-2a dd pegyl hoa bing cach sir dung phuong phép oligo dugc
mo ta & day (xem Vi du 4).

Fig.79 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hgp REP 2055 hén hgp canxi-magie chelat/interferon a-2a di pegyl héa tir
pic HPLC & 14,83 phut dugce thé hién trén Fig.78. Khéi lugng quan sat dugc cua
cac loai so cép l1a 12609,8 Da, nhan dién n6 1a REP 2055 (Trong lugng phéan tir
dugc ky vong = 12612,5 Da).

Fig.80 minh hoa viéc tich HPLC hdn hop REP 2055 hdn hop canxi-magie
chelat/interferon a-2a d4 pegyl héa bing cach sir dung phuong phép protein 2

dugc mo ta & day (xem Vi du 4).
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Fig.81 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hén hop
REP 2055 hdn hop canxi-magie chelat/interferon a-2a da pegyl hoa tir pic HPLC
& 13,44 phut dugc thé hién trén Fig.80.

Fig.82 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2139 magie chelat/thymosin
al bing cach str dung phuong phép oligo duge mo ta & day (xem Vi dy 4). Pic rira
giai ¢ 5,84 phut tuong ing véi thymosin al (mii tén mau trdng) va pic rira giai &
16,86 phit twong (ng v6i REP 2139 ¢6 chidu dai ddy du (miii tén mau den).

Fig.83 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucléotit trong
hdn hop REP 2139 magie chelat/thymosin a1l comvi tri tir pic HPLC ¢ 16,86 phit
dugc thé hién trén Fig.82. Khdi luong quan sat dugc clia cac lodi so cap la
14091,3 Da, nhan dién né la REP 2139 (Trong lugng phan tu du\c_rc ky vong =
14094,6 Da).

Fig.84 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham luong peptit trong hdn hop
REP 2139 magie chelat/thymosin ol tir pic HPLC & 5,84 phut dugc thé hién trén
Fig.82. Khdi luong quan st dugc ciia cac loai so cip 1a 3107,1 Da, nhan dién n6
1a thymosin al (Trong lugng phan tir dugc ky vong = 3108 Da).

Fig.85 minh hoa viéc taich HPLC hdn hgp REP 2139 hdn hop canxi-magie
chelat/thymosin o1 bang cach sir dung phuong phap oligo duge md ta & day (xem
Vi du 4). Pic rira giai ¢ 5,84 phut twong Gng v6i thymosin al (mfili t€n mau tréng)
va pic rira gidi & 16,61 phit twong ng v&i REP 2139 ¢6 chiéu dai day du (miii tén
mau den).

Fig.86 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2139 hdn hgp canxi-magie chelat/thymosin al tir pic HPLC & 16,61
phat dugc thé hién trén Fig.85. Khdi luong quan sat duge cia cac loai so cép 1a
14091,1 Da, nhan dién n6 la REP 2139 (Trong lugng phan tir dugc ky vong =
14094,6 Da).

Fig.87 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng pepﬁt trong hén hop
REP 2139 hdn hop canxi-magie chelat/thymosin al tir pic HPLC & 5,84 phut
dugc thé hién trén Fig.85. Khéi lugng quan sat duge cia cac loai so cdp 13 3107,1

Da, nhén dién no 1a thymosin al (Trong hugng phén tir dugce ky vong = 3108 Da).
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Fig.88 minh hoa viéc tach HPLC hdén hop REP 2139 magie
chelat/interferon o-2a da pegyl hoa bang cach sir dung phwong phap oligo duge
md ta & day (xem Vi du 4). |

Fig.89 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hop REP 2139 magie chelat/interferon a-2a di pegyl hoéa tir pic HPLC &
17,19 phut dugc thé hién trén Fig.88. Khdi luong quan sat dugc ciia cac lodi so
ca‘ip 1a 14091,5 Da, nhén dién n6 1a REP 2139 (Trong lugng phén tr dugce ky vong
=14094,6 Da). |

Fig.90 minh hoa viéc tich HPLC hdn hgp REP 2139 magie
chelat/interferon a-2a da pegyl hoa bang cach sir dung phuong phap protein 2
durge mé ta & diy (xem Vi du 4). |

Fig.91 minh hoa ViéC phan tich ESI-MS ham lugng peptit trong hén hop
REP 2139 magie chelat/interferon a-2a d3 pegyl hoa tir pic HPLC & 13,38 phut
duoc thé hién trén Fig.90.

Fig.92 minh hoa viéc tich HPLC hdn hop REP 2139 hén hop canxi-magie
chelat/interferon o-2a da pegyl hoa bang cach sir dung phuong phap oligo dugc
mé ta & ddy (xem Vi du 4). |

Fig.93 minh hoa viéc phan tich ESI-MS ham lugng oligonucleotit trong
hdn hgp REP 2139 hén hop canxi-magie chelat/interferon a-2a d pegyl héa tir
pic HPLC & 16,95 phut dugc thé hién trén Fig.92. Khdi lugng quan sat dugc cia
cac loai so cép 12 14091,4 Da, nhan dién n6 1a REP 2139 (Trong lugng phén tir
dugc ky vong = 14094,6 Da).

Fig.94 minh hoa viéc tich HPLC hdn hop REP 2139 hdn hop canxi-magie
chelat/interferon a-2a da pegyl hoa bing cach st dung phuong phap protein 2
dugc mo ta & day (xem Vi du 4).

Fig.95 minh hoa viéc phan tich ESI;MS ham lugng peptit trong hdén hop
REP 2139 hdn hop canxi-magie chelat/interferon o-2a da pegyl héa tir pic HPLC
& 13,46 phut duoc thé hién trén Fig.94.
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MBb ta chi tiét sang ché

Nhu duge mé ta trong Cong bd don Qubc t& WO 2012/021985 va Cong bd
don yéu cau cép patent My sé 2012/0046348, cac ON trong cac dung dich nudc
chira cation kim loai don bit ky c6 ho4 tri hai (vi du, nhung khong chi gi6i han &,
Ca®*, Mg va Fe) khong c6 mit duéi dang cic mudi nhung lai ¢6 mat dudi dang
cac phirc chét da chelat héa ciia cac ON. Cac phirc chat ndy bao gém cac cac dime
ON hoic céc t& chirc phén tir ¢6 trat trr cao hon trong d6 cac ON dugc lién két tai
cac mach chinh phosphodieste ctia chiing qua céc ciu néi ion kim loai ho tri hai
(xem Fig. 2B). Vi céc néng do ON va cation kim loai déc thu, cac phirc chat da
chelat héa nay 1a bén va tan trong dung dich nude va ¢d 14p mot cach hi€u qua cac
cation héa tri hai bit ky trong cac phirc chat chelat ON khéng c6 twong tic véi
dung dich. Su tao thanh phirc chét chelat nay ciing c6 kha ning xay ra cing véi
cac cation kim loai don c6 héa tri 3+ hodc hon (nhu dugc mo ta trong Fig.2B). Do
vy, cic ON c6 chirc ning gidng nhu céc chelat cation kim loai da héa tri va
khong tao ra céc mudi v6i cac cation kim loai da héa tri.

Céc phuc chét chelat ON c6 thé chtra cac cation kim loai da hoa tri khac
nhau bao gﬁ‘)m canxi, magie, coban, sét, mangan, bari, niken, déng, kém, cadimi,
thity ngan va chi. Piéu ciing da dugc ching minh 13 su chelat hoa cac cation kim
loai da héa tri nay din dén su tao thanh ciia cac phirc chét chelat ON c6 hai hodc
nhiéu ON duoc lién két qua céc cation kim loai va xudt hién véi cac ON c6 do dai
16n hon 6 nucleotit, va v&i sy ¢6 mit cia cac ON c6 cac lién két phosphodieste
hosc phosphorothioat. Ty ¥, cac ON cé thé c6 mdi lién két da duge
phosphorothio hoéa. Su chelat hoa ciing xay ra v6i cac ON chira cic cai bién 2’
(nhu 2° O metyl) & riboza hoic chira cic bazo d3 dugc cai bién nhu
5’metylxytosin hodc 4-thiouraxil. C4c cai bién 2’ nay cé thé c6 mit trén mot hodc
nhiéu hodc toan bd céc riboza va cac bazo da duoc cai bién c6 thé c6 mit trén mot
hodc nhiéu bazo hoic déng thoi ¢6 mit trén mdi bazo (tic 13, tAt ca cac xytosin c6
mit dudi dang 5’metylxytosin). Ngoai ra, cic phirc chit chelat ON c6 thé c¢6 cac
ON chira nhidu ci bién nhu mdi lién két da dugc phosphorothio héa, mbi riboza

da duoc cai bién 2’ va mdi bazo di dugc cai bién. Cac cai bién ON tuong thich
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v0i v6i su tao thanh phirc chét chelat ON duoc xac dinh rd hon & dudi. Hon nita,
su chelat hoa cac cation kim loai khong phu thudc vao trinh tu cia nucleotit ¢
mat ma dua trén co s& cac dAu hiéu hoéa ly thudng thz?'ly v&i tit ca cac ON (xem
Fig. 2A).

Mic di su tao thanh cia cac phirc chit chelat ON ¢6 thé dat dugc véi
cation kim loai héa tri hai bat ky, song t6t hon néu cac phirc chat chelat ON dugc
du dinh dé sur dung lam céc thube c6 thé khong chi chira canxi va hodc magie ma
c6 thé con chira sit, mangan, déng hoac ké€m véi cac ham luong vi lugng vé Icé_thé
khong bao gém coban, bari, niken, cadimi, thiy ngan, chi hodc kim l'oai hoa tri hai -
bét ky khac khong duoc liét ké trong ban md ta.

Diéu quan trong 13, su tao thanh ciia cac phirc chit chelat ON khéng xay ra
v6i céc cation hoa tri mot nhu Na®, K hodc NH," va do vay khong thé xay ra voi
cation hod tri mot bat ky. Do vay, thuat ngix “mubi ON” 1a gi6¢i han mdt cach cu

“thé hon v&i cac mudi ON véi cac cation hoa tri mét hodic véi cac cation khong tao
ra cac phirc chét chelat véi cac ON.

ft nhét 12 mot phin cua su twong tac nhét thoi da biét cia cac ON véi cac
thanh phan protein trong méau c6 kha ning 13 do théng qua su twong tic cla cic
ON véi protein gén két kim loai nhu albumin va céc protein clia cac thac dong tu
phu thudc canxi. Do vay viéc cung cdp cac ON dudi dang céc phirc chit da chelat
héa (1am giam hoic loai bo déng ké kha ning chiing turong tac véi cac protein da
gén két kim loai héa tri hai) c¢6 thé 1am giam bét cac tuong tac protein nay trong
mau va din dén c6 it cic tic dung phu hon véi viéc ding ON (nhu su khang dong
tu nhét thoi) va ciing c6 thé 1am ting phan doan ctia liéu ON di t6i cac co quan
dich (vi du gan, phéi hodc 14 1ach) so védi cac ON chua dugc chelat hoa. Trude khi
c6 sang ché, tac dong gidm bot nhu vay vé su tuong tac protein t&i hoat tinh tri
liéu 1a chua dugc biét @n va chua tirng duge mo ta.

Su phéan cyuc phat huynh quang 14 mdt phuong phép phé bién thuong duoc
ding dé kiém tra sy tuong tic giita cic phén tir. Theo k¥ thuit nay, phan ti mdi
(tirc 13, ON bét ky) dugc gan nhan bang nhan phat huynh quang (vi du, FITC).
Trong dung dich, phén tir mdi nay nhao 16n tr do trong dung dich do su chuyén
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dong Brow din dén sy phat huynh quang da duge phan cuc kém khi phan tir mdi
nay bi kich thich bang anh sang chinh x4c clia 4nh sang. V&i mot phéi to co trong
lugng phan tir thoa déng (it nhit 14 c6 cing kich c& nhu phan tir mdi), su tuong tic
gifta phén tir mdi va phdi tir nay tao ra su trc ché dang k& su nhao 16n cia phirc
chit trong dung dich. Do két qua ciia viéc }’Ic ché nhao 16n nay trong dung dich, su
phéat xa phat huynh quang tré nén bi phén cuc dang ké khi c6 kich thich. Do viy
bang k§ thuat nay, cac tuong tac c6 thé dugc do trong dung dich ma bi bi gi6i han
vét ly toi hodc 1a dbi tac gin két. Su phan cuc phat huynh quang duogc dua ra theo
thr nguyén mP, né ty 1€ thudn véi phin céc phan tir mdi da gin két trong phan
tng. Vi du, néu mot phan rit nho cia cac phéan tir mdi duge gin két béi mot phdi
ttr cu thé, thi c6 thé c6 su phén cuc phat huynh quang rat nho va do d6 c6 céc tri sd
mP nho. Tai mot d4u khac cia phd nay, néu mot ty 1& 16n cia cic phan tir mdi
duoc gin két béi mot phdi tir cu thé (hodc véi mot ndng dd cao hon ciia phéi tir),
s& ¢6 thé ¢6 su phan cuc phat huynh quang dang ké va do d6 c6 cic tri s mP 16n.
Véi kiéu hinh ndy, cic dudng déng nhiét gén két cho cic tuong tac phan tir mdi-
phéi tir co thé dugc tao ra bang cach thay dbi cac ndng d6 cua phbi tir véi su co
mit ciia mot lugng cd dinh ctia phan tir mdi d gan nhén phat huynh quang.

Céc ON d4 gan nhan phat huynh quang khac nhau theo sang ché dugc sir
dung dé theo doi su tao thanh phirc chit ctia ching véi sy ¢6 mit cia céc cation
kim loai da hoéa tri. Mac du viéc theo déi su tao thanh phirc chét béi su phén cuc
phat huynh quang doi hoéi cac ON phdi dugc gén nhdn phat huynh quang, song
nhan ndy dugc ¢ dinh vao ON & ddu 3’ dé khong gy anh huéng t6i gbc nito
hodc mach chinh phosphodieste cia ON dugc d& cap. Hon nita, nhan phat huynh
quang dugc giit dé tach roi ON bdi mot lién két 3 cacbon ctmg nhim loai trir tiép
su nhidu loai bét ky cua hanh vi ON thong thudng trong dung dich. Do véy, su tao
thanh phirc chit ON bat ky quan sat dugc theo séng ché nho sir dung sy phéan cuc
phat huynh quang véi mgt ON da gan nhén phat huynh quang biéu hién chinh x4c
tinh chét cta dung dich cia cac ON chua dugc géan nhan (co su tao phirc hodc

khong).
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Tiéu chuén trong linh vuc k¥ thuat nay chi ra mét cach rd rang viée thuc
hénh,cung clp cac ON cho cac dbi tuong cin didu tri bing cac mudi ON natri.
Puoc 14y 1am vi du 13 cung cip nhidu ON trong céc thir nghiém 14m sang dudi
dang cdc mudi natri bao gdbm Fomivirisen (ISIS 2922), Mipomersen (ISIS
301012), Trecovirsen (GEM 91), Custirsen (OGX-011/ISIS 112989), Genasense
(G3139), Aprinocarsem (ISIS 3531/LY 900003), PRO-51 (GSK 2402968) va
ALN-RSVO01 (Geary et al., 2002, Clin. Pharmacokinetics, 41: 255-260; Yu et al.,
| 2009, Clin. Pharmacokinetics, 48: 39-50; Sereni et al., 1999, J. Clin. Pharmacol.,
39: 47-54; Chi et al., 2005, J. Nat. Canc. Inst., 97: 1287-1296; Marshall et al.,
2004, Ann. Oncol., 15: 1274-1283; Grossman et al., 2004, Neuro-Oncol, 6: 32-40;
Goemans et al., 2011 NEJM 364: 1513-1522). Chua timg c6 dit liéu da coéng bd
nao vé cac ché phim oligonucleotit cho phac db bt ky dé cung cip ngoai dudong
tiéu hoa cung véi viée st dung canxi hodc magie hodc cac kim loai hoéa tri hai
khac bat ky.

Nhiéu tac dung phu c6 lién quan t&i viéc cung cdp mudi natri ON c6 thé c6
tac dong tdi cac tac dong chelat hoa cua ching. Kha ning chdng dong mau bai cic
ON it nh4t mot phan 1a do su chelat hoa canxiv huyét thanh bdi cac ON nhd vay
tao nén béac dong tu phu thudc canxi. Su chelat hda canxi huyét thanh va su gidm
canxi huyét thanh co ban ciing c6 thé 13 nguyén nhan lién quan t6i cac tac dung
phu quan sat dugc khi cung cép cac ON bing cach tiém tinh mach bao gdm céc
chimg sbt, run, suy nhugc va tut huyét ap (chimg huyét 4p di kém véi tiém hoic
truyén tinh mach). Céc phan {mg tai vi tri tiém quan sat dugc khi tiém dudi da céc
ON (gay cung, viém, rat va dau) do it nhat mot phﬁn la su chelat hoa cuc bd boi
cac ON ciia canxi va c6 thé 1a cc cation hod tri hai khac nhu magie hodc cic
cation da héa tri & vi tri tiém. Viéc ding ON dudi dang céc phirc chat da chelat
hoéa da cho thdy 14 giam thiéu rat nhiéu cac'tac dung phu nay..

Hon nita, do céc phurc chét chelat ON s& tao ra cung vdi cac kim loai hoéa tri
hai & dang dung dich cing v6i ON bét ky, nén 1y thuyét vé su tao thanh va do
tuong thich ctia cac polypeptit khac nhau va cac polypeptit da pegyl hoa & dang
dung dich ciing véi phtrc chit chelat ON bt ky s& dugc chimg minh théa déng boi
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ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay béi viéc st dung ON
REP 2006 thoai bién va mot trinh tur oligonucleotit dugc Iéy lam vi du [trong cic
vi du & dudi (AG)y va (AC)y] ¢6 cac cai bién ON khac nhau. Su tao thanh bén
ctia cac ché phdm chira cac sloai ON néu trén dudi dang cac chelat cling véi cac
polypeptit hodc polypeptit dd pegyl héa khac nhau s€ ching to rang phirc chét
chelat ON bét ky (khong phu thudc vao chirc ning cu thé ciia n6) s& tao ra dung
dich bén cing véi polypeptit hoic polypeptit da pegyl hoa khac nhau c6 thé dugc
mong mudn trong linh vuc k¥ thuét nay dé didu tri cho mdt ddu hidu bénh cu thé
(vi dy, interferon da pegyl dé diéu tri bénh viém gan B hodc bénh viém gan C hodc
Myrcludex B d€ diéu tri bénh viém gan B).

Thuét ngit oligonucleotit (ON) ding dé chi oligome hodc polyme ctia axit
ribonucleic (ARN) va/hoac axit deoxyribonucleic (ADN). Thuét ngir nay bao gbm
cic ON chira cdc nucleobazo di cai bién (bao gdm 5’metylxytosin va
* 4’thiouraxil), dudng va cac lién két cong héa tri gitta cic nucleosit (mach chinh)
ciing nhu cac ON c6 céc phan khong c6 mit trong tur nhién c6 chitc ning twong
duong. Cac ON da duogc thé hodc da duoc cai bién nhu vay ¢ thé duoc wu tién
hon so v6i cac dang tu nhién nho c6 cac tinh chét c6 thé dugc mong mudn nhu, vi
du, hoat tinh mién dich thép, muc do hép thu t€ bao cao, ai luc cao dbi véi véi
dich axit nucleic va d6 6n dinh cao véi su c6 mit cia cic nucleaza. Cac ON ciing
c6 thé co dang sgi kép.

Céac ON theo sang ché c6 thé bao gdm cac cai bién khac nhau, vi du, cic
cai bién 1am 8n dinh, va do véy c6 thé bao gf”)m it nhat mot cai bién trong lién két
phosphodieste va/hodc trén dudng, va/hodc trén bazo. Vi dy, ON ¢ thé bao gém,
ma khong nhim gi6i han &, mot hodc nhiéu cai bién, hoic dugc cai bién hoan toan
d8 chura tht ca cac lién két hodc dudng hodc bazo ¢6 cac cai bién dugc dé cap. Céc
lién két duoc cai bién co thé bao gdm céac lién két phosphorothioat, cic lién két
phosphorodithioat, va/hodc cac lién két metylphosphonat. Mic du céc lién két
duoc cai bién 1 hitu ich, song cic ON c6 thé bao gdbm céc lién két phosphodieste.
Céc cai bién hitu ich b sung bao gdm, ma khong nhim gidi han &, cac cai bién &

vi tri 2°- ctia dudng bao gom cac cai bién 2°-O-alkyl nhu cac céi bien 2’-O-metyl,
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2’ O-metoxyetyl (2° MOE), c4c cai bién 2’-amino, c4c céi bién 2’-halo nhu 2°-flo;
va/hodc cac chit tuong tu nucleotit khong vong. Céc cai bién 2’ khéc ciing da biét
trong linh vuc k§ thuat nay va c¢6 thé dugc sir dung nhu céc axit nucleic da duge
khoa. Cu thé, ON c6 cac lién két duoc cai bién trén khip hoic trén mbi lién két
dugc cai bién, vi du, phosphorothioat; c6 dau chup 3°- va/hodc 5°-; bao gém lién
két 3°-5° dau cuéi; ON 1a hodc bao gf.‘)m doan trung 13p bao gém hai hodc nhiéu
trinh ty ON duoc ndi boi (cac) lién két. Cac cai bién bazo c6 thé bao gdm 5°metyl
héa bazo xytosin (5° metylxytosin hodc trong pham vi cua nucleotit, 5’
metylxytidin) va/hodc 4’thioat hda bazo uraxil (4’thiouraxil hogc trong pham vi
ctia nucleotit, 4’thiouridin). Cac lién két da cai bién twong thich héa hoc khac
nhau c¢6 thé duoc két hop khi cac diéu kién téng hop tuong thich héa hoc nhu c6
mdt oligonucleotit c6 cac lién két phosphorothioat, cai bién 2’ riboza (nhu 2°O-
metyl hoa) va bazo da cai bién (nhu 5’metylxytosin). ON c6 thé dugc cai bién
hoan toan tiép bing tit ca cac cai bién khac nhau nay (vi du, mdi lién két dugc
phosphorothio hoa, mdi riboza 2’0 metyl dugc cai bién va mdi bazo xytosin con
c6 cac cai bién 5° metyl (5’metylxytosin)).

Trong phin mb ta, thuét ngir “ON khang virut” ding dé chi ON bt ky ma
nhd hoat tinh sinh héa dic thu cia n6 (cho du khdng phu thudc trinh tur hay phu
thudc vao trinh ty) c6 kha ndng tc ché truc tiép hodc gian tiép mot ph?ln du hiéu
sao chép virut hodc nang cao truc tiép hodc gian tiép kha nang khdi bénh cua vét
chti béi co ché mién dich hodc co ché khac.

Trong phin mé ta, thuat ngir “phirc chit chelat ON” ding @& chi phirc chét
ctia hai hodic nhiéu ON trong dung dich dugc lién két giita cac phan tir béi cation
kim loai da hoa tri.

Trong phan mé ta, thuit ngitr “phirc chét chelat ON khéng virut” ding aé
chi phtrc chét cta hai hoic nhidu ON khang virut trong dung dich duge lién két
cac phén tr v6i nhau boi cation kim loai da hoa tri. Phuc chit chelat ON khang
virut ¢6 thé bao gdm cac loai don ctia ON khang virut hoic hai hogc nhiéu loai
khéc inhau ctia ON khéng virut ¢ thé ¢ co ché tic dong nhur nhau hoic khac nhau
(vi du, hai hodc nhidu ON d8i nghia, it nhit mot ON dbi nghia va it nhit mot
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aptamer, it nhdt mot ON dbi nghia va it nhit mot siARN).

Trong phin md ta, thuat ngit “polypeptit khéng virut” dung dé chi
polypeptit ma nho c6 hoat tinh sinh hoa dic thu (phu thudc vao trinh tu hodc
khong phu thudc vao trinh tu) nén né cé kha néng truc tiép hodc gian tiép trc ché
mdt s& khia canh cia sy sao chép virut hogic truc tiép hodc gidn tiép tang cudng
kha ning cta vat chi dé 1am mét di céc nhidm tring béi co ché mién dich hoic
cac co ché khac. Polypeptit c6 thé c6 ngudn gbc trr nhién hoic dugc tai t6 hop.
Polypeptit c6 thé c6 ngudn gbc tai t6 hop tir mét phin ctia polypeptit c6 trong tu
nhién. Polypeptit c6 thé duoc pegyl héa hoic khong duge pegyl hoa.

Trong Phin mé ta, thuat ngit “ON thoai bién” dugc du dinh dé chi ON sgi
don c¢6 mot dao dong (N) & mdi vi tri, nhr NNNNNNNNNN. Méi bazo durgc tbng
hop duéi dang dao dong dé sao cho ON nay thuc sur tdn tai dudi dang mot quan
thé cua céc trinh tu duoc tao ra ngiu nhién c6 cing d6 dai va tinh _chét hoa ly. Vi
du, d6i véi ON thoai bién c6-dd dai 40 bazo, trinh tur cu thé bat ky trong quin thé
vé theo 1y thuét c6 thé chi chiém 1/4*° hodc 8.3 X 10 trong téng s6 phan doan.
Gia thuyét rdng 1 mol = 6,022X10% phén tir, va thuc t€ 13 1mol ON c6 40mer c6

'khéi lugng khoang 12-14kg (tuy thudc vao trinh trr va céc cai bién c6 mit), ON
bét ky c6 trinh tu cu thé trinh bay mdt cach higu qua khong tdn tai nhidu hon mot
trong ché phim bat ky. Do vy, su tao thanh chelat bt ky hozc hoat tinh sinh hoc
quan sat dugc trong mot ché phim nhu Véy phai 13 do cac tinh chit héa Iy khéng
phu thudc vao trinh ty (hodc phu thudc vao trinh ty) ctiia cac ON do ON cu thé bét
ky c6 trinh ty d3 dugc xéac dinh, 1a duy nhét trong ché phim nay, khong dugc ky
vong dé gop phan c6 hoat tinh bét ky c6 ngudn gdc tir trinh tu nucleotit dic th
cua no.

Nhu mét minh hoa tiép v& van d& nay, Vi du 1 so sanh su khac biét ctia
REP 2006 (ON c6 40mer c6 trinh ty d3 phosphorothio héa hoan toan, thoai bién)
v6i mot ON cb6 21lmer ¢6 mot trinh ty d8 dugc xac dinh (cling dd dugc
phosphorothioat hoan toan) bang phép phd khéi va sic ky 16ng hiéu sudt cao va
cho thiy mdt cach rd rang 1a ON bat ky c¢6 cing kich ¢& va cai bién hoa hoc (tirc

13, d@ phosphorothio héa) s& c¢6 cac déu hiéu héa ly rat giéng nhau (néu khéng
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giéng hét) khong phu thudc vao trinh tr ciia nucleotit ¢6 mit (xem céc hinh vé
1A-C).

Trong Phin mo ta, thudt ngit “polyme axit nucleic” hoic NAP dugc du
dinh dé nhan dién cho ON sgi don bit ky khong c6 tinh ning dic th trinh ty.
Hoat tinh sinh héa cia cac NAP khong phu thude vao su thira nhin thu thé dang
Toll cta cac ON, lai héa véi mot axit nucleic dich hodc tuong tac aptamer doi hoi
mot cAu trac ON béc ba thir cip dic thi c6 ngudn gde tir mot bo dic thu cia
nucleotit ¢ mat. Cac NAP c6 thé bao g@)m cac cai bién bazo va hoic lién két va
hodc duong nhu duge mo ta & trén.

Céac ON c6 thé tao ra cac tdc dong cia ching béi nhiéu co ché phu thude
vao trinh ty hodac khong phu thudc vao trinh tu. Cac co ché phu thudc vao trinh tu
'gém cac co ché ddi hoi mot trinh ty axit nucleic dic thu dbi véi hoat tinh cua
ching va trong d6 hoat tinh nay bi khir bdi mot hoic nhidu bién d6i trong trinh tur
nucleotit c6 mat. Trinh tu dac thu nay c6 thé bao ham toan bd d6 dai ctia ON hoic
chi mot phin phin cta n6 (motif trinh ty). Cac vi du vé cac ON phu thudc vao
trinh tu bao gdm: _

1. Cac ON dbi nghia (cac ARN sgi don hoic s¢i kép (vi du, ARN can thiép it
(siARN) hodc ARN ngén hinh cip téc (shARN)) bd trg cho mét phan cu thé cia
ARN thong tin (mARN) (tirc 1a, mARN virut hoic mARN vét chi) lién quan téi
mdt tinh trang bénh 1y (tirc 13, chimg nhidm virut hoic sy diéu hoa cholesterol) va
khi dugc dua vao té bao, chung giy ra su thoai bién ctia cdc mARN dich nay béi
RNAza H hoic phirc chit gy trc ché dugc cam tmg béi ARN (RISC).

2. Cac ON phong bé stearic 1a cac ON d6i nghia soi don b trg cho mét phan cu
thé cia mARN nhung dugc tao ra bing k§ thuat di truyén dé khong hoat héa
ARNaza H. Sy lai héa cac ON nay thanh mARN dich cia ching tao ra cAu tric
soi kép gdy ra sy can tré khong gian cho cac protein thudong cé tac dong lén
mARN. Céc ON nhu vy c6 thé duge st dung dé phong bé su dich ma cua mot
mARN cu thé hodc can thiép vao viéc tach intron sau phién mi va sy truéng thanh
ctia mot mARN cu thé. Cac ON nhu vay c¢6 thé dugc tao ra bang k¥ thuit di truyén
dé phong bé su hoat héa ciia ARNza H (do n6 khong tich hgp vao co ché tac dong

-30-



25756

ctia cac ON nay) bai cac cai bién 2’ riboza trén toan bd hoic trén mdi riboza cb
mat trong ON (nhu 2° O metyl héa).

3. Céc aptamer 1a cic ON thich tmg cho mét cdu hinh ba chiéu cu thé c6 kha ning
tuong tac protein dic thu (tirc 13, protein virut hodic protein vat chi) va khong dé
dang twong tic v6i ADN hodc ARN vét chi. Cac aptamer ciing c6 thé bao gdm
cac spiegelmer, ching sir dung L-nucleotit dé tao su khang véi su thoai bién
nucleaza thanh ON. |

4. Cac ON kich thich mién dich sit dung motif axit nucleic c6 6mer dic thu
(XXCGXX) dé kich thich dap tmg mién dich & cac dong vat c6 vi. Motif tdi wu
khéc nhau gitta céc loai nhung chi phu thudc vao mét trinh tu cu thé phu hgp véi
motif XXCGXX.

5. Cac vi ARN (miARN) gin két va phong bé chirc ning ciia cac phén tir vi ARN
c6 trong tur nhién ¢6 lién quan téi cac con dududng sinh héa khéac nhau.

Duy nhit mét vi du da dugc ¢ang bb vé cac ON khong phu thude vio trinh-
tu 1a cdc NAP da phosphorothio hoa héa, ching cé tuong tdc mdt cach chon loc
v&i cac clu tric protein ludng cuc theo kiéu hinh phu thudc kich c¢& (d6 dai) nho
c4c déc tinh héa ly cta chiung dudi dang cac polyme ludng cuc.

Mot vai thube trén co s polypeptit khang virut hién da dugc phé chudn dé
diu tri cac nhiém virut bao gém interferon o-2a da pegyl hoa (diéu tri bénh viém
gan B (HBV) va bénh viém gan C (HCV)), interferon a-2b (diéu tri HBV),
thymosin a1 (diéu tri HBV) va enfurtide (diéu fri HIV-1). Ciing ¢6 cac thudc trén
co s& polypeptit khac dang nghién ctru phat trién bao gdm doan protein khang
nguyén bé mit pre-s1 HBV da myristyl hoa (Myrcludex B, Pethersen et al., 2008,
Nature Biotech. 26: 335-341) dé diéu tri HBV va interferon A1 da pegyl hoa (Muir
et al., 2010 Hepatology 52: 822-832). Ngoai ra, c4c interferon A1, A2 va A3 ciing
da biét 1a c6 hoat tinh khang virut (Friborg et al., 2013, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 57: 1312-1322). Trong trudng hop céc interferon d3 pegyl hoa
hozc chua dugc pegyl héa va cac chit khac da biét 1a cac chit diéu bién mién dich
(vi du, thymosin al), thi cac polypeptit nay c6 hoat tinh kich thich cac dudong sinh

héa ctia chung din dén su kich thich d4p ing mién dich cho c4c nhiém virut & cac

-31-



25756

d6i tuong. Miic di cac polypeptit ndy c6 thé kich thich théa dang d4p tng mién
dich, song chi mc}f phén nhé trong sd cic bénh nhan bi nhiém virut HBV hoic
HCV c¢6 dugce sy kiém soat nhiém trung cia chung nh¢ viéc st dung céc thube
trén co s& polypeptit ndy. Myrcludex B c6 chirc nang phong bé sy tham nhap HBV
vao trong cac té bio gan nhung lgi ich tri ciia n6 van chua dwgc ching minh &
ngudi bénh.

Ngoai cac polypeptit ndy, con cé cac nhéom polypeptit khac cé hoat tinh
khang virut da biét c6 thé hiru ich cho viéc didu tri bénh nhidm virut khi két hop
v6i phirc chét chelat ON. Céc polypeptit nhu i/éy bao gém xytokin nhu, nhung
khong chi gidi han & TNF-a, IL-10, IL-2, IL-4, IL-6, va interferon y.

Céc phuong phép dé pegyl hoa céac polypeptit c6 hoat tinh tri liéu va kha
ning tuong thich cua qua trinh pegyl hdéa véi hoat tinh sinh héa ctia cac polypeptit
1a da biét trong linh vuc k§ thuét nay va gdm lién két ciia cac sgi polyetylenglycol
(PEG) v6i polypeptit duge d& cap & cac gbc axit amin dic biét. Chirc ning co ban
ctia su pegyl hoa 14 1am ting thoi gian tudn hoan sau khi tron polypeptit va con
lam gidm tinh mién dich ctia n6. Cac ddu hiéu nay cai thién kha ning chiu dung
nap cua polypeptit dugc dé cép va lam giam tan suat lidu ding cin thiét dé co tac
dung didu tri t6i wu. Ciing da biét trong linh vuc k§ thuat nay 13 su gin bam cta
cac gbc PEG véi polypeptit ¢6 thé dat dugc ma khéng anh hudng téi hoat tinh sinh
hoa dic thi cia polypeptit dugc d& cip. Su pegyl hoa ciing da biét dé 1am ting do
tan trdng nuée cia polypeptit duge d& cap, cai thién kha ning dé bao ché ciia né.
Nhiéu vi du v& polypeptit da pegyl héa 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat nay va
bao gdm: Mircera™ 12 mot dang da pegyl hoa ciia erythropoietin; Neulasta™, mot
dang da pegyl hoa ctia yéu t kich thich khuin lac hat & ngudi; Pegasys™ 13 mot
dang d3 pegyl hoda cua interferon a-2a & ngudi; Peg-intron™™, mot dang da pegyl
héa ctia nguoi interferon o-2b; va interferon A1 da pegyl héa (hién dang dugc phat
trién 14m sang). Do d6, phan mé ta vé do tuong thich cta mot polypeptit da pegyl
hoa (tirc 13, interferon a-2a da pegyl héa) trong hdn hop véi phirc chit chelat ON
dwra ra méot phuong phap tiép cin chung vé d6 tuong thich cia polypeptit da pegyl

hoa bang phirc chit chelat ON n6i chung, va dic biét 1a d6i vdi cac phién ban da
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pegyl héa cia polypeptit chuwa dugc pegyl héa cu thé c6 mit trong phin md ta
turong thich véi phitc chét chelat ON (tirc 13 thymosin al, interferon o-2b va
interferon A1).

Mot vai thubc khang virut trén co s& ON hién thoi dang dugc phat trién dé
diéu tri cac nhidm virut bao gdbm ciac NAP da phosphorothio héa héa REP 9AC
(REP 2055), REP 9AC’ (REP 2139) va REP 9AC™ (REP 2148) @ diéu tri HBV;
miravirsen dé diéu tri HCV (Janssen et al., 2013, NEJM, Marchch 27); va ALN-
RSVO01 d& diéu tri ching virut hop bao hd hip (RSV) (Zamora et al., 2011, Am. J.
Resp. Crit. Care Méd., 183: 531-538). Mbi ON nay c6 co ché tac dong khac nhau:
‘céc NAP ngéin ngira su gidi phong protein khang nguyén _bé mat HBV vao méu
(protein trc ché chirc ning mién dich) nhli dugc md ta & Vi du 5, miravirsen
(miARN) phong bé tac dong cta vi ARN mir-122 d3 biét 1a dong vai trd trong su
sao chép HCV va ALN-RSVO01 (siARN) phong bé sy téng hop RSV N
nucleocapsid protein, ngan ngira su san xut cdc virion RSV. T4t ca cc thuéc ON
nay 1a rat hidu qua dé gy ra céc tac dong da dinh cia ching trong cac dbi tuong:
REP 9AC/REP 9AC’/REP 9ACm phong bé su van chuyén ndi bao va su tiét cia
cac hat transit va cac hat subvirut HBV (SVP) din dén viéc lam sach khang
nguyén bé mat HBV trong mau ma né lam giam virut HBV trong mau; miravirsen
c¢6 kha ning trc ché chirc ning mir-122 tt ¢6 lién quan téi su sao chép HCV; va
ALN-RSV-01 c¢6 kha ning phong bé tét sy san xudt RSV capsid protein. Tuy
nhién, trong moi trudng hop khi céc hop chét trén co s¢ ON nay duoc cip ngoai
dudng tidu héa, ching thudng di kém véi cac tic dung phu do viéc ding thubc
nhu sdt, én lanh, run khi duge cép béng cach ti€ém truyén tinh mach hoac dau,
viém hodc cimg & vi tri tiém khi dugc cép bang cach cung cip dudi da. Pidu quan
trong hon 14, mac du tat ca céac thude trén co s¢ ON nay déu c6 céac hiéu qua dugc
du dinh ctia ching & cac d6i twong, song két qua diéu trj tdng thé 1a khac xa vdi
nhitng diéu dugc mong mudn: chi mét phan nhé trong s cac bénh nhan dugc
dugc diéu tri bang cac thubc nay dat dugce dép umg khéang virut dang ké hoic su
kiém soat hoan toan su nhiém virut trong khi qua trinh diéu tri hoic sau khi qua

trinh diéu tri da két thic.
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Do d6 duge mong mudn néu bao ché bt ky trong sb cac thude khang virut
trén co s& ON nay du6i dang cic chelat ON (d& 1am giam dén mirc tdi thiéu cac
tac dung phu lién quan t&i viée do viée ding thudc cia ching va c6 tiém ning cai
thién cac déc tinh dugc dong hoc cia ching) va két hop ching véi mot hodc nh_iéu
polypeptit khang virut (nhu interferon a-2a da pegyl hoéa, interferon o-2b hodc
thymosin a1 hoic interferon A1 da pegyl hoa) trong ciing mdt ché phdm. Cac hiéu
quéa khéng virut dic thii ctia cac hop chét trén co s¢ ON (duéi dang céc chelat), két
hop v6i céc tac dung khang virut kich thich mién dich ctia cac polypeptit ¢6 thé c6
tac dung c6 loi dugc cai thién dé gy ra ddp tmg khang virut tiém ning ddy du hon
& cac déi tuong va dan dén mot phén 16n trong sb cac dbi tuong dat dugce su kiém
soat hoan toan su nhiém virut cia chung so véi céc thudc duge sir dung mot cach
riéng biét.

C6 thé hitu ich néu diéu trj chimg nhiém virut cu thé bang dugc phidm chura
it nhit mot khang virut phirc chdt chelat ON va it nhit mot polypeptit hozc
polypeptit dd pegyl héa khang virut dé dat dugc dap ung khang virut duogc cai
thién & dbi tuong.

C6 thé hiru ich néu diéu tri ching nhiém virut cu thé b?ing it nhat mot
khang virut phirc chit chelat ON va polypeptit khang virut trong d6 mdi trong sd
cac hop chit nay dugce cip mot cach riéng biét trong cic duge phdm khéc nhau,
theo cung mot duong dung hodc khong.

Dé tao ra dap tmg khang virut t6t nhit co thé & dbi twong, c6 thé cin phai
bd sung tri liéu két hop gdm chelat ON khang virut va polypeptit khang virut,
dugc cép trong ciing mot duge phdm trong cac duc_rc'phém riéng biét, thudc khong
ON thtr ba, thudc khong polypeptit. Cac thudc nhur vay c6 thé 1a (nhung khong chi
gidi han &): entecavir, tenofovir disoproxil fumarat, telbuvidin, adefovir dipivoxil,
lamivudin, ribavirin, telaprevir, boceprevir, GS-7977, tegobuvir, zanamivir,
oseltamivir, ganciclovir, foscarnet, acyclovir, zidovudine, abacavir, lopinavir,
ritonavir va/hodc efavirenz. Céc thubc khang virut nhu vy c6 thé ngin ngira su
sao chép cua hé gen virut va hoic mARN virut trong nhiéu virut nhu HCV, HBV,
HIV, influenza, RSV, va virut xytomegalo.
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C6 kha ning 1 t6 hop cia cac hiéu qua khang virut dic thu ciia phirc chét
chelat ON khang virut, duoc két hop véi cac cac hiéu qua kich thich mién dich cta
polypeptit hodc polypeptit da pegyl hoa khang virut va sy phong bé su sao chép
ADN/ARN virut béi cac thudc khéng ON, khong polypeptit thubc di néu trén, c6
thé tao ra dap tng tri liéu t6t va tiém ning nhat & ddi twong c6 nhiém virut va con

ting cudng hon nira kha ning 1a dbi tuong dugc d& cép s& dat dugc su kiém soat
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bén 1au virut ma n6 c6 thé 1a kéo dai sau khi da dung viéc dicu tri.

Phrc chét chelat ON trong ché phdm c6 thé c6 ngudn gbe tir ON bt ky c6

hoat tinh khéng virut, cac vi du vé ching dugc dua ra trong Bang 1.

Bang 1

Céc vi du vé& ON c6 thé bao ché dugc duéi dang céc phirc chét chelat.

Nhém | Loai Chudi (5’ —3°) Céc cai bién
ON - axit '
nucleic

NAP |[ADN |(AQ)y Toan bo lién két PS
(SEQ ID NO:2)

NAP |[ADN | (CA)y Toan bd lién két PS
(SEQ ID NO:10)

NAP |ADN | (A-5"MeC)y Toan bd lién két PS
(SEQ ID NO:11)

NAP |[ADN | (5MeC-A)po Toan bd lién két PS
(SEQ ID NO:12)

NAP | ARN | (2°0MeA-2°0OMeC)y Toan bd lién két PS
(SEQ ID NO: 13)

NAP | ARN | (2°0MeC-2’0OMeA)y Toan bd lién két PS
(SEQ ID NO:14)

NAP |ADN | (AG)o Toan b lién két PS
(SEQ ID NO:3)

NAP |[ADN | (GA)20 Toan bo lién két PS
(SEQ ID NO:15)

NAP |[ADN |Cg Toan bo lién két PS
(SEQ ID NO:1)

NAP | ADN | (TC)y Toan bd lién két PS
(SEQ ID NO: 5)

NAP | ADN | (CT)p Toan b lién két PS
(SEQ ID NO: 16)

NAP |[ADN | (TG)y Toan b lién két PS
(SEQ ID NO: 6)

NAP |[ADN |(GT)20 Toan bd lién két PS
(SEQ ID NO: 17)

NAP | ARN | (2°0OMe, 5’MeC-2’OMeA),; | Toan bd lién két PS
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Nhém | Loai Chudi (5’ - 3) Céc cai bién
ON axit
nucleic
(SEQ ID NO:4)
NAP |ARN [ (2’OMeA-2’0OMe, 5°’MeC)y | Toan b lién két PS
(SEQ ID NO:18) . -
miARN | LNA /| CCATTGTCACA™CTC™CA | Toan bb lién két PS
ADN | (SEQID NO:7) LNA in d4m
("C = 5°MeC)
miARN | ADN /| Chudi twong tmg véi vi ARN | Toan b lién két PS, c6 thé chira
ARN cua vat chu LNA hodc ARN c6 cai bién 2’
riboza
d6i ADN /| Chudi twong tmg véi phién ma | Toan b lién két PS, c6 thé chira
nghia ARN gen hodc mARN cua virut hodc | mot phén hoic toan bd ARN c6
vét chi c4i bién 2’ riboza
SIARN | ARN/A | Chudi tuong tmg vé6i protein | C6 thé chita ARN c6 céi bién 2’
/ DN soi | HBV X riboza, c6 thé chira PS
shARN | kép
SIARN | ARN/A | GGCUCCUUAGCAAAGUC |Toan  bd  ARN  trir
DN soi | AAG¢T4T deoxythymidin (4T), c6 thé chira
kép (SEQ ID NO:8) PS .
+ -1 R
CUUGACUUUGCUAAGAG
CC4T4T
(SEQ ID NO:9)
Chudi twong tmg v6i mARN
cho RSV N protein mARN
SIARN [ ARN/A | Chudi twong tmg véi mARN | C6 thé chira ARN c6 cai bién 2’
/ DN soi | cua virut riboza, c6 thé chira PS
shARN | kép
d6i ARN /| GCCTCAGTCTG™CTT™CG | Toan b lién két PS
nghia | ADN | CACC 2°MOE ARN in d4m
(SEQ ID NO:20) (™C = 5’MeC)
dbi ARN | hudng dich PKCS9 Toan b lién két PS, c6 thé chira
nghia hoac 5’MeC
ADN
sSiARN | ARN/A | huéng dich PKCS9 C6 thé chtra ARN c¢6 cai bién 2’
DN soi riboza, c6 thé chia PS, c6 thé
kép chira GalNAc thé tiép hop
d6i ARN | UCAAGGAAGAUGGCAUU | Toan b lién két PS, tit ca cac
nghia UCU riboza 2’ O da dugc metyl hoa
(SEQ ID NO:19)

LNA = axit nucleic d3 khoda, PS = phosphorothioat, 2°’0OMe = 2* O metyl, 2’MOE
= 2’metoxyetyl, 5’MeC = 5 metylxytosin
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Polypeptit trong ché phdm cé thé c6 hoat tinh khang virut truc tiép hodc co
kha ning kich thich hoat tinh khang virut c6 ngudn gbc tir vt chii va c6 thé 1a cac
loai sau day:

Thymosin al;

a-interferon bat ky hoic cac din xuét da pegyl hoa cia no;

B-interferon bt ky hoic cac din xuét da pegyl hoa ctia no;

y-interferon bat ky hozc cic din xuét da pegyl héa ctia no;

A-interferon bat ky hodc cac dan xut da pegyl hoa cia no;

Interferon a-2a hodc a-2b hodc a-N3;

Interferon B-1a hodc B-1b;

Interferon y-1b ;r

Interferon A1 hodc A2 hodc A3;

Interferon o-2a d3 pegyl hoa hodc a-2b hodc A1 hodac A2 hodc A3;

Myrcludex B; |

Xytokin khang vi rut bt ky hoic cac din xuit da pegyl hoa cia né;

Protein thymic A; va/hodc ,
Polypeptit hogc polypeptit d3 pegyl hoa bét ky thé hién hoat tinh khang virut hodc
hoat tinh kich thich mién dich.

Piéu dugc dé xudt & ddy 1a nhiéu phirc chit chelat ON c6 thé dugc két hop
v6i cac thube polypeptit hodc polypeptit di pegyl héa khac nhau trong mot dugc
phdm don khdng anh hudng téi cdu tric cia ON hodc polypeptit.

Céc ché phdm nay c6 thé duoc sir dung dé cung cAp ca phirc chit chelat ON
13n cac thudc polypeptit cho d6i twong cin didu tri ddng thoi va véi mot ché do
cung cip don nhu duge chimg minh trong Vi du 6 & dudi.

Hon thé nita, cac dugc phdm néu trén c6 thé chira cac chét mang sinh ly
va/hodc duge dung, cac dugc phém bd sung, cac chit din thubc va/hoidc céac ta
dugc. Céc dic tinh ciia chit mang c6 thé phu thudc vao duong ding thudc. Thuat
ngit "chét mang dugc dung, dugc phém bd sung, chit din thubc va/hoic ta duoc"
dung dé chi chét mang, dugc phém bd sung, chit dan thudc hoic ta dugc c6 thé

duoc cép cho dbi tugng, dugc dua vao dugc phém theo sang ché, va khong é4nh
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huéng t6i hoat tinh duge Iy ciia n6. Cac chit mang duge dung, cic dugc phim bd
sung, cac chit din thubc va cac ta duqé ¢6 thé dugc sir dung trong cac dugc pham
theo sang ché bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cac chét sau: céc chét trao
ddi ion, oxit nhom, nhom stearat, lexitin, cac hé phan phéi thudc tw nhii hoa
("SEDDS"), c4c chit hoat dong bé mit dugc st dung trong cac dang lidu ding
dugc phdm nhu Tweens hodic cac chit nén phan phdi polyme twong tur khéc, cac
protein huyét thanh nhu albumin huyét thanh ngudi, céc chét dém nhu céc
phosphat, glyxin, axit sorbic, kali sorbat, cdc hdn hgp glyxerit khong hoan toan |
cua cac axitbéo thuc vat bdo hoa, nudc, cﬁc mubi hodc cac chit dién phén nhu
protamin sulfat, dinatri hydro phosphat, kali hydro phosphat, natri clorua, kém
mudbi, silic oxit dang keo, magie trisilicat, polyvinyl pyrolidon, cac chét trén co sé&
xenluloza, polyetylen glycol, natri carboxymetylxenluloza, polyacrylat, cac sap,
céc polyme khéi polyetylen-polyoxypropylen, polyetylen glycol, chét béo gb, natri
caprat hodc tetradexylmaltosit (TDM), cac din xuat TDM hoic céc sacarit da
alkylat héa. Cac xyclodextrin nhur a-, B- va y-xyclodextrin, hoic cac dan xuét da
cai bién héa hoc nhu nhu céc hydroxyalkylxyclodextrin, bao gbm céc 2- va 3-
hydroxypropyl-p-xyclodextrin, hodc cic din xudt di hoa tan khac c6 thé ciing
duge sir dung @8 ting cuong kha ning phan phdi ciia cac dugc phim theo sang
ché.

Céc ché phém nay cé thé chira céac tac nhan tri liéu khac nhu dugc md ta &
dudi, va c6 thé duge bao ché, vi du, béng cach st dung céc chit din thubc hodc
céc chit pha lodng 16ng hoidc rin thong thuong, cling nhur cac chét phu gia dugc
dung c6 dang thich hop cho ché d6 cung cdp dugc mong mudn (vi du, céc ta duoc,
chét két dinh, cac chit bao quan, cac chét 1am &n dinh, céc huong vi, v.v.) theo k¥
thuat nhu da biét trong linh vuc k§ thuat bao ché dugc phim.

Céc ché phdm nay c6 thé dugc ding theo cach thirc bét ky, vi du, qua
duong miéng, nhu dudi dang hdn dich 16ng, vién nén, vién nang, hat hozc bot; dit
duéi ludi; dat trong ma; ngoai dudng ti€u hda, nhu dudi da, tinh mach, trong co,
tiém vao tiy séng hodc truyén tinh mach (vi du duéi dang hdn dich hoic dung

dich nudc hodc khdng nudce tiém v trung); qua dudng mii nhu bédi phun xit qua
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miii; khu trti, nhu duéi dang kem hoac th}léc mdJ; hodc qua dudng truc trang nhu
dudi dang céac thudc dan hoic thudc thut; trong céc ché pham dang don vi liéu
lugng chira céc chét dan thudc hodc chét pha lodng dugc dung, khong ddc. Dugce
phim theo sang ché c6 thé, vi du, duoc cp & dang thich hop dé giai phong vira
phai hodc giai phong kéo dai. Sy gidi phong vira phéi hodc sy gidi phong kéo dai
c6 thé dat dugc bang cach st dung cac dugc phém thich hop, hoic, cu thé 14 trong
truong hop giai phong kéo dai, biang cach sir dung céc dung cu nhu céc vét ciy
ghép duéi da hoic cac bom thim loc. Do vdy, céc duge phdm néu trén c6 thé dugc
1am thich tmg @ cung cp theo bt ky trong s6 cac dudng sau: trong mét, tiéu hoa
qua dudng miéng, tan trong rudt, ngiri, dudi da tiém, ti€ém trong co, tiém trong
mang bung (IP), tiém trong v6 hodc tiém truyén, trong khi quén, tiém tinh mach
hoaé tiém truyén, hoac khu tra. |

Céc ché phédm duoc 14y 1am vi du dé dung qua dudong miéng bao gdm hdn
dich c6 thé chira; vi du, xenluloza vi tinh thé d& cip mét lvgng 16n axit alginic
hoic natri alginat duéi dang tac nhan tao limg, metylxenluloza dudi dang chét 1am
tang do nhét, va chét 1am ngot hodc cac huong li€u nhu céc chét da biét trong linh
vuc k¥ thuat ndy; va cdc vién nén giai phéng trung binh c6 thé chua, vi dy,
xenluloza vi tinh thé, dicanxi phosphat, tinh bdt, magie stearat va/hodc lactoza
va/hodc cac ta duge khac, chit két dinh, chit don mach, chét tiéu héa, chat pha
lodng va chét 1am tron nhu céc chit da biét trong linh vure k§ thudt ndy. Céac dugce
pham theo sang ché ciing c6 thé dﬁqc phén phéi qua khoang miéng bdi viéc dit
du6i ludi va/hodc dat trong méa. Cac vién nén dugce dic, céc vién nén duge dép
hodc céc vién nén dugce 1am kho nhanh 1a céc dang duoc 14y 1am vi du c6 thé duge
str dung. Cac dugc pham duge 14y 1am vi du bao gdm céc duge phim c6 cong thirc
theo cac dugce phim theo sang ché cling véi cdc chét pha lodng hoa tan nhanh nhu
manitol, lactoza, sucroza va/hodc xyclodextrin. Ciing dugc bao gbm trong céc
duoc phdm nay c6 thé 14 cac ta dugc trong lwong phén tir cao nhu cic xenluloza
(avicel) hodc polyetylen glycol (PEG). Céc ché phdm nhu viy ciing c¢6 thé bao
gbm ta dugc dé bd trg cho sy bam dinh niém mac nhu hydroxy propyl xenluloza

(HPC), hydroxy propyl metyl xenluloza (HPMC), natri carboxy metyl xenluloza
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(SCMC), copolyme anhydrit maleic (vi du, Gantréz), va c4c tac nhan dé khéng ché
su gidi p'héng nhu copolyme polyacrylic (vi du, Carbopol 934). Céc chit lam tron,
céc chét chay, cac huong vi, cac chét tao mau va céc chét 1am én dinh cling c6 thé
duoc bd sung dé tao thuan lgi cho viéc bao ché va sir dung.

Luong hiru hiéu ciia hop chét theo sang ché c6 thé duge xac dinh béi ngudi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vire ny, va bao gdm liéu lugng dugc ldy 1am vi
du cho ngudi truéng thanh 12 ndm trong khoang tir 0,1 dén 50mg/kg thé trong clia
hoat chit mdi ngdy, n6 c6 thé duoc clp vai lidu lugng don hodc dudi dang cac liéu
lwong chia nho riéng r&, nhu (nhung khong chi gioi han &) tir 1 t6i 5 1dn mbi ngay
hodc tir 1 t6i 7 lidu ding mdi tudn. Can phai hiéu ring murc lidu ddc hidu va tin
sudt lidu lwong cho d6i twong cu thé bat ky co thé thay dbi va s& phu thudc vio
nhiéu yéu t6 bao gdm hoat tinh hop chét cu thé dugc st dung, d6 6n dinh trao ddi
chét va do dai tac dong cta hoat chét, céac loai, d0 tudi, thé trong, strc khoe chung,
gidi tinh va khiu phén an cia dbi tuong, ché d6 va thdi diém cung cp, mirc d6 bai
tiét va thanh thai, thudc két .h(_)p, va muc do trAm trong cta tinh trang bénh ly cu
thé. Cac dbi twong duoc wu tién dé didu tri bao gdm céac dong vat, tét nhét 1a cac
loai dong vat c6 v nhu nguoi, va cac vat nudi trong nha nhu chd, méo va tuong
tu.

Ciing duoc dua ra & ddy 1a mot vi du v& hoat tinh khang virut c¢6 ich cta
phtrc chét chelat oligonucleotit khang virut va polypeptit khang virut khi duge st
dung & dang két hop dé diéu tri cho ngudi bénh bi nhiém virut.

Sang ché s& duoc hiéu rd hon thong qua cac vi du & dudi.

Vi du thyc hién sing ché
Vidul
Dic ta cac ON thodi bién

Fig.1A mé ta chi tiét viéc phén tach bang HPLC (st dung c6t ky nudc) hai
ché phdm ON cing dugc phun vao trong cdt mot cach dong thoi. Ché phim thar
nhét 13 chat chuén ndi va 1a phosphorothioat ON ¢6 21mer c6 trinh tir 33 dugc xac
dinh, ché phim thtr hai 1a REP 2006 (phosphorothioat ON tho4i bién c6 40mer).
Ca hai loai nay riéng biét thanh céc pic di x4c dinh riéng biét dya trén céc tinh
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chét hoa 1y ciia chung (cu thé 1a kich ¢& va tinh ky nuéc); trinh tu cla nucleotit ¢6
mit trong mbi ON nay thuc té khong lién quan téi c4c tinh héa 1y clia chiing va do
d6 khong anh hudng t6i viée tach ching. Do d6, chat chudn néi rira giai ra khéi
cdt dudi dang mdt pic da dugce xac dinh chit ché cung véi thoi gian luu nhé hon
so v6i REP 2006, do su khac nhau vé kich ¢ ctia hai polyme ON nay. Luu y rang
cac sudn & mdi bén pic REP 2006 nay 1a do céc trinh ty hong thudng thiy khi tao
ra cac ON dai hon. Mic di REP 2006 c¢6 ban chét khong dong nhét, song né van
phéan giai dudi dang mdt pic duge xac dinh rd tuong tu béi HPLC 1a mot trinh tu
dic th ¢6 21mer minh hoa cho céc tinh chét héa Iy théng thudng ctia tat ca cac
loai trong ché phém REP 2006, mac du c6 mat mot sb lugng rt 16n céc trinh tu
khac nhau. Tiép sau viéc phan tach bang HPLC c4c pic REP 2006 va 21-mer, c6
thé tién hanh phép phd khbi (MS) @ nhan dién céc loai c6 mit trong céc pic da
duoc xac dinh nay (Fig.1B va Fig.1C). ,

Trong Fig.1B, 21mer dugc phan giai thanh céc loai don c6 MW bing
7402,6 Da, phu hop v6i PS-ON c6 trinh ty dd dugc x4c dinh. Tuy nhi€n, phép
phan tich MS cta REP 2006 (Fig.1C) cho thdy c6 mit mot s§ lugng rit 16n cac
loai ma khoang khdi luong clia chiing c6 su phan bd binh thudng gin nhu hoan
héo, phit hop v6i ban chét thoai bién hoan toan cia né. Khoang khéi luong di tir
Cap (cac loai nho nhét) t6i A4 (cac loai 16n nhit) va sur phd bién ctia cc lodi nay
1a cuc ky nhé cung véi sb lugng cac loai gia ting (cudng do pic) khi khéi luong
ctia ching tiém c4n gin tAm cta khoang khéi lwong. Piéu nay 1a do mot s§ lugng
16n gia ting cla cAc trinh tr khac nhau s& cho két qua khéi luong twong tu. Thuc
t& 13 tht ca céc loai ON khac nhau khac nhau ¢6 mit trong REP 2006 c6 cung thoi
gian Iuu trong cdt ky nudc mic du viée phan tich HPLC cho thy rd rang ring tt
c& cac ON c6 cing kich coc va cling céc cai bién hoa hoc (tic 13, phosphorothioa
hoa) s& c6 cac tinh chat hoa 1y rit gibng nhau (néu khong gidng hét nhau) va do
d6, c6 thé duge xem 1a ¢ chirc ning trong dwong trong tmg dung bét ky hoic tinh
chét khong phu thudc vao trinh ty cia nucleotit ¢6 mit trong phan t ON cu thé.
Do vy, su tao phirc chit chelat ON bat ky quan sét dugc ciing v6i ON thoai bién
bét ky (vi du, REP 2006), khéng phu thudc vao trinh tir ciia cic ON c6 mit va phai
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phu thudc vao cac tinh chét héa Iy dugc bao toan ciia ON bét ky.
Vidu?2
Tao céc phirc chét chelat ciing v6i ON khang virut

REP 2031, REP 2055, REP 2057 va REP 2139 1a cac polyme axit nucleic
(NAP) c6 hoat tinh khang virut phd rong ddi véi HIV, HSV, virut xytomegalo,
LCMV, HCV va c4c virut da phat trién khac (Bernstein et al., 2008, Antimicrobial
Agenté Chemother. 52: 2727-2733; Cardin et al., 2009, Virology J. 6: 214;
Vaillant et al., 2006, Antimicrobial Agents Chemother., 50: 1393-1401; Guzman
et al., 2007, Antiviral Therapy, 12: 1147-1156; Lee et al., Virology, 372: 107-117;
Matsumura et al., 2009, Gastroenterology 137: 673-681). T4t ca cac hop chét nay
1a cac ON da phosphorothio héa héa hoan toan cé 40mer c6 cac chudi 5°-3° Cyg
trong truong hgp REP 2031 (SEQ ID NO:1), (AC),, trong truong hgp REP 2055
(SEQ ID NO: 2), (AG), trong truong hop REP 2057 (SEQ ID NO: 3) va
(2°OMeA - 2°0OMe, 5°MeC), trong truong hop REP 2139 (SEQ ID NO: 18).
Trong khi REP 2031, REP 2055 va REP 2057 1a cic ON ADN, song REP 2139 1a
mot ON ARN trong d6 tat ca céc riboza la céc 2’ O metyl duge cai bién va tit ca
cac xytosin 1a 5 dugc metyl hoa.

Su tao thanh cua cac phtrc chét chelat v6i cac ON khéng virut nay dugc
kiém tra bing sy phén cuc phat huynh quang bang cach céc din xuét da gan nhan
3’ FITC cua cac hop chit nay. Trong qua trinh téng hgp ON, mdi ON dugc tiép
hop véi isothioxyanat phat huynh quang (FITC) & ddu 3’ bdi mét lién két 3 cacbon
ctrng bing cach st dung céc chét phan img va phuong phép tdng hop di dugc
thiét 1ap. Cac ON nay dugc phan gii tir qua trinh téng hop va nim lai duéi dang
cac mudi amoni. M3i ON nay dugc bao ché dudi dang 0,5mM nguyén liéu trong
1mM TRIS (d6 pH = 7,2). Céc nguyén liéu nay duge st dung dé bao ché cac dung
dich ON phat huynh quang 3nM trong chit d&ém FP (10mM TRIS, 80mM NaCl,
ImM EDTA, 10mM b-mercaptoetanol va 0,1% Tween®-20). EDTA c6 mdt dé
loai bd cac kim loai hoa tri hai bt ky ¢6 mit trong dung dich truéc khi do FP. Mbi
dung dich dém nay con chira 80mM NaCl dé danh gia su tao phiuc chit ON véi

su ¢6 mat cia mdt lugng mol du cla céc cation hda tri mot. Mbi ON phéat huynh
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quang trong dung dich dwoc bd sung cac luong khac nhau ciia cic mudi clorua
loai ACS cua cac kim loai ho4 tri hai (2+) (nhu d&gc mo ta trong Bang 2). Su tao
dime hodc céc phirc chét chelat ON c6 trat tu cao hon dugc kiém tra béi sb gia cia
su phan cuc phat huynh quang (dugc x4c dinh bing don vi thit nguyén “mP”) dé
sao cho viéc gia ting su tao cac phirc chét chelat ON din dén thay ddi nhiéu vé =
khéi luong (xem Fig.3). Sy nhao tron thip thu dugc cia cac phirc chét chelat ON
nay trong dung dich din dén lam gia ting su phan cuc ciia chit huynh quang duge

phat ra (xem Fig.4). Céc két qua cia cac thir nghiém nay dugc trinh bay trong

Béang 2.
Béang 2
Tao chelat ON véi cac NAP cé cac kim loai hoa tri hai khac nhau
ON Murc phan cuc phat huynh quang (mP)
canxi (dudi dang CaCl,) magie (dudi dang MgCl,)
khong cé mat | c6 mat khong c6 mat | co mdt
avg stdev | avg stdev |avg |stdev |[avg stdev
REP 92 4,24 183 4,94 97 2,82 187 1,41
2006-FL
REP 58,5 | 23,3 114,5 | 2,1 52,5 |3.,5 89,5 |21
2031-FL
REP 48 5,7 172 15,6 60,0 |28 151,0 |78
2055-FL '
REP 59,5 1.4 152,5 16,36 61 4,24 136,5 |2,83
2057-FL _
REP 48 7,1 138,5 [ 10,6 |46 4 142,5 | 7.8
2139-FL

Céc s do trung binh (avg) va d6 1éch chuén (stdev) dua trén hai phép do lap lai.
Trong mbi trudng hop, su gia ting dang ké vé& mirc phan cuc phat huynh
quang thiy duoc véi tit ca cac ON da dugc gan nhin phat huynh quang véi sy c¢6
mat cila canxi va magie, chung té su tao thanh cta cac phirc chét chelat ON v&i
cac cation kim loai hoa tri hai nay. Nhimg két qua nay chimg t6 nhitng vin dé

dudi day:
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. REP 2006, REP 2031, REP 2055, REP 2057 va REP 2139 tao ra cac dime va cao
cac phuc chét c6 trat tu cao hon véi sy c6 mat cla cac cation magie va canxi. Cac
phtrc chét nay dugc ky vong dé tao ra cung véi tAt ca céc cation kim loai da hoa tri
khac va véi ON bét ky (nhu dugc thé hién bing NAP REP 2006 thoai bién). Su
tao thanh ciia cac phirc chit ON nay bao gdm sy tuong tac ciia cic ON ndy véi cc
cation kim loai hoéa tri hai nay. |

. Su tao thanh ciia cac phirc chit ON khong thé 13 do sur lai hoa gitra cac bazo nito
qua céc tuong tdc Watson-Crick thong thuong do REP 2031, REP 2055, REP
2057 va REP 2139 khong thé tur lai hoa dudi cac diéu kién thir nghiém duoc st
dung. |

. Su tao thanh ctia cac phitc chit ON 13 bén va tan trong dung.dich nudc va do céc
phtrc chat nay duong nhu két hop kim loai ho4 tri hai kim loai du6i dang mot phén
ctia phirc chét dugc tao thanh, cic phirc chit ON nay c6 tic dong chelat hoa kim
loai héa tri hai tir dung dich ma trong d6 phirc chat ON dugc tao thanh.

Vidu3

Bao ché ché phdm chira cac phirc chét chelat ON va cac polypeptit.

Viéc bao ché ché phim chira cac phirc chit chelat ON va polypeptit dugc
tién hanh bing cach sir dung nim ON khéng virut khac nhau va bdn polypeptit
khang virut. Cac ON duogc st dung 1a cac NAP da dugc chi ra tir trude 1a ¢6 hoat
tinh khang virut ph rong & cic virut da phat trién, bao gbm HBV, HCV,
influenza, RSV, Ebola, HSV-1 va HSV-2. C4ac ON nay gém REP 2006 (NAP da
phosphorothio héa héa thoai bién c6 40mer), REP 2055 (SEQ ID NO: 2), REP
2057 (SEQ ID NO: 3), REP 2139 (SEQ ID NO: 18) va REP 2148 (SEQ ID NO:
11). Cac NAP nay dugc bao ché béi cac diéu kién tong hop pha rén tiéu chudn
trong thiét bj phan tmg kiéu dong va con dugc trao ddi mudi dé thay thé cac ion
trai ddu amoni bing cac ion trai du natri trong qua trinh tinh ché. Trong luong |
phén tir axit tw do theo 1y thuyét ciia cic ON nay lan luot 1 (12612 - 13092),
12612, 13413 va 14094 va 12893 Da. Polypeptit khang virut dugc sir dung gém
interferon a-2b, thymosin al, interferon a-2a da pegyl hoa, va interferon A1 (IL-

29), tit ca chiing déu thé hién hoat tinh khang virut (Yang et al., 2008, Antiviral
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Res., 77: 136-141; Fried et al., 2002, N. Engl. J. Med., 347: 975-982; Friborg et
al., 2013, Antimicrob. Agents Chemmother. 57: 1312-1322). T4t ca cac ON duge
tbng hop theo cac tiéu chudn hién hanh trong linh vuc k¥ thuat nay dé tdng hop
oligonucleotit pha rin va dugc bao ché dudi dang cic mudi natri thich hop dé
cung cép in vivo bang cach sir dung cac phuong phép da dugc chip nhan va duoc
lam dong kho nhanh tgi <10% ham lwong nude trude khi cit gitr. REP 2006, REP
2055, REP 2057 va REP 2148 1 céc ché phdm chua dugc tinh ché chira cac luong
nho ciia cic san phim téng hop khéng hoan toan thudng xuit hién trong qu4 trinh
tong hop pha ran. REP 2139 dugc bao ché dusi dang mot ché phim c6 do tinh
khiét cao hau hét cac san phidm cta quy trinh tdng hop khong hoan toan 13 khong
c6 mit. REP 2006, REP 2057 va REP 2139 dugc bao ché trude dudi dang céac
dung dich trong nuéc mubi thudng va duge didu chinh t6i 25mg/ml trong qua
trinh tao chelat. REP 2055 ciing d3 duoc bao chél trudc dudi dang dung dich trong
nuée mudi thuong nhung duge diéu chinh téi 12,5mg/ml trong qu4 trinh bao ché
chelat. Thymosin a1 1a mdt pept_it da axyl hoa c6 dau tdn amino tdng hop c6 28
axit amin c6 trong lugong phan tr 3108 Da va dugc tao fa dudi dang ché phdm
thuong mai (Zadaxin™) va dugc bao ché dudi dang 1,6mg/ml dung dich trong
nuéc dé tiém. interferon o-2b dugc tao ra trong E. coli bing ky thuét tai t6 hop
ADN va c6 trong lwong phan tir 19271 Da. interferon a-2b dugc tao ra & dang ché
pham thuong mai (Intron A™) va dugc bao ché dué6i dang 1X10” TU/ml dung dich
trong nudc dé tiém con chira 1mg/ml albumin huyét thanh ngudi (co trong lugng
phén tir khodng 66500 Da). Interferon a-2a da pegyl hoa 1a thé tiép hop ddng hoa
tri cua interferon o-2a va mach bis-monometoxy polyetylen glycol c6 mach nhanh
don c6 trong hrong phan tir xap xi khoang 60000 Da. Interferon o-2a da pegyl hoa
duge tao ra & dang ché phim thuwong mai (Pegasys™) d4 pha loang trudc trong
nuée dé tiém chira cic ham luong vét cia rugu benzylic v6i ndng do 360ug/ml.
Interferon Al tai td hop da tinh ché (IL-29) dugc tao ra dudi dang dung dich
khong chit mang co 0,5mg/ml trong nuéc mudi dém phosphat cia hing
Ebiosciences (Sandiego, U.S.A.) va c6 trong lugng phéan tr khoang 20 kDa khi
dugc xac dinh bang dién di gel.

-45-



25756

Canxi clorua dugc tao ra dudi dang 100mg/ml USP ché phém CaCl,*2H,0
trong nudc dé tiém (Lifeshield™ cua hang Hospira). Magie sulfat dugc tao ra
dudi dang 500mg/ml USP ché phdm MgSO,+7H,0 trong nuéc dé tiém (Baxter) va
duogc pha loang t6i 100mg/ml trong nuée mudi thudng. DE bao ché cac phirc chit
chelat ON chira canxi, magie hodc canxi va magie, cac dung dich mudi kim loai
nay duogc bd sung din timg giot vao dung dich ON ciing v6i trén déu cho toi dat
duogc ty 18 duge mong mubn gitra mudi kim loai va ON. Déi v6i cac phirc chét
chelat canxi, ty 1¢ gitta 30mg canxi clorua trén 100mg ON dugc tao ra trong dung
dich, chi khéac 1a phtic chét chelat canxi REP 2148, né chira 20mg canxi clorua
trén 100mg ON. Déi véi cac phirc chat chelat magie, ty 16 30mg magie sulfat trén
100mg ON dugc tao ra trong dung dich. Pdi véi cac phirc chit chelat hdn hop
canxi/magie, ty 1¢ gifta 15mg canxi clorua va 15mg magie sulfat trén 100mg ON
duoc tao ra trong dungaic‘h. Phuong phépﬁ rié‘iy da dugc chi ra 1a su tao thanh ciia
cac phtrc chit chelat ON (nhu dugc mb ta trongCong bb don yéu ciu cdp patent
M§ No. 2012/0046348). Khi két thiic qua trinh ndy, phirc chét chelat ON 1a mot
dung dich ddng nhat trong ¢6 mau hoi vang nhat. ‘

Phitc chét chelat ON /hdn hop polypeptit hodc polypeptit dd pegyl héa
dugc bao ché béng cach tron nhe dung dich phirc chét chelat ON véi dung dich
polypeptit hoic polypeptit da pegyl héa theo ty 1& 1:1 t&i thé tich cubi 1a 1mlL.
Vidu 4
Dic ta cac ché phdm chira cc phitc chét chelat ON va cac polypeptit.

Pé xéc nhén tinh dong nhit ciia cic ON va céc polypeptit hoic polypeptit
da pegyl hoa c6 trong cac ché phidm duoc bao ché trong Vi du 3, chiing dugc tién
hanh phan tich bing phép sic 16ng hiéu suét cao (HPLC) tiép d6 1a phép phd khbi
ion héa dién tir (ESI-MS). Do sy thay dbi trong mot khoang rong vé khéi luong va
chda hoc cia céc loai ON va polypeptit hodc polypeptit da pegyl héa c6 mit trong
céc ché phdm nay, ba phuong phap HPLC khéc nhau duoc st dung cho viéc phana
tich nay:

Phuong phép Oligo: Pha rén: 2 x 50mm ACE ™ C18 (3um)
Pha dong: A =1/0,1% HFIPA/DIEA
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B = 65/0,075/0,0375% ACN/HFIPA/DIEA

Gradien: 5-25% B trén 20 phut

70%B trong khoadng thoi gian trén 2 phut &
60°C

Téc d6 chay: 0,4mL/phut

Phuong phép Protein 1:

Phuong phép protein 2:

Pha rén: 2 x 50mm PLRP-s (Agilent ™) 4000A (8um)
Pha dong: A = 0,05% TFA trong ACN

B = 0,05% TFA trong ACN

C=0,1% NH,OH trong H,O

D = 0,1% NH,;OH trong 40/40/20 ACN/MeOH/H,0
Gradien: 80/20% C/D rira trong 1 phiit ¢& 1am sach
(tiy y 20% D rira trong 1 phiit & 1am sach)

20% - 100% D trén 15 phuat, 100% B trong khoang

- thoi gian trén 2 phut (tiy y 20-70% B trén 16 phut)

Téc d6 chay: 0,5mL/phit dé rira
0,3mL/phut cho gradien _
Pha rdn: 2 x 50mm PLRP-s (Agilent ™) 4000A (8um)
Pha dong: A =0,05% TFA trong ACN
B =0,05% TFA trong ACN
C=0,1% NH4OH trong H,O
D = 0,1% NH,OH trong 40/40/20
ACN/MeOH/H,0
Gradien:  80/20% C/D rira trong 1 phut dé lam
sach
80/20%A/B - 100% B trén 15 phut
100% B trong khoang thoi gian trén 2
phut
Téc d9 chay: 0,5mL/phit dé rira
0,3mL/phut cho gradien
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Thiét bj dugc sir dung 14 LTQ-Orbitrap Discovery van hanh theo ché do
quét LTQ bang cac ion 4m cho phuong phép oligo va véi ché do quét khbi lwong
cao Orbitrap & d¢ phan giai 7500 b%mg cac ion duong cho ca hai phuong phap
protein. Acoynyms: ACN = axetonitril, TFA = axit trifloaxeticc, HFIPA =
hexaﬂoroisopropanol, DIEA = N,N-diisopropyletylamin.

Ciéc két qua tir cac phéan tich nay c6 thé tim thdy trong céc Fig. 5-95. T4t ca
céc sic ky HPLC dugc 14p db thi tir dit liéu dong ion tdng (TIC) trong d6 cac thoi
gian luu dinh (pic) kém theo cac nhén biét khdi Iugng tir ESI-MS tiép sau (trir cac
Fig. 39, 43, 47, 51, 55, 77, 81, 91 va 95 & d6 no bi ngén chan bdi sy c6 mit cia
thé tiép hop polyetylen glycol trong interferon o-2a dd pegyl hoa). Dbi véi cac
trudng hop ché pham chita cac phtrc chit chelat ON va thymosin a1, phuong phap
oligo 1 thoa déng dé phan tich c hai loai ddng thoi. Pbi véi cac ché phdm khéc
chura cac protéin trong lugng phan tir 16n, phép phan tich ON va phép phan tich
polypeptit dugc tién hanh trén cing mdt miu nhung sir dung cac phuong phap
HPLC khéc nhau (nhu dugc chi ra trong cac Fig. 5-95).

Phép phan tich LC-MS v& ham lugng ON cua tit ca cac ché phim da chimg
minh ring tit ca cac ON c¢6 mit trong cdc ché phdm nay twong tmg véi do tinh
khiét duoc ky vong cua ching: cac lugng nhé san phdm téng hop ON khong hoan
toan dugc quan sat trong cac phan tich HPLC bing céch sir dung phuong phép
oligo cho REP 2055 (cac Fig. 5, 24, 40 56, 68, 71, 74 va 78), REP 2057 (céc Fig.
9, 27 va 44) va REP 2148 (céac Fig.17, 33, 52 va 64) nhung khong mit trong
truong hop REP 2139 (cac Fig. 13, 30, 48, 60, 82, 85, 88 va 92). Trong tat ca céc
trudng hop, ESI-MS cia céc pic ON dimg du (chit yéu) ON gin nhu trong quan
chinh xac véi céc trong lugng phan tir duge ky vong cia REP 2055, REP 2057,
REP 2139 va REP 2148. Déi v6i REP 2006, ESI-MS ciia cac pic d4n dau tao ra
pic ¢6 su phan b rong nim trong khoang 12612-13092 Da, phit hop véi ban chét
thoéi bién cuia né (cac Fig. 22 va 37).

Pé phan tich cac thanh phin chira interferon a-2b, cac sic ky HPLC chay
bﬁng cach sir dung phuong phép protein 1 da cho thdy cac pic c6 d6 phan giai

kém, 16n phit hop véi su ¢6 mit ctia nhidu hon mét polypeptit trong cac ché phim
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nay (cac Fig. 7, 11, 15 va 19) nhung pic d4n d4u nay da phana giai thanh hai loai
khéi luong riéng biét twong tmg gan nhu chinh x4c véi céc trong lugng phén tir
duoc ky vong cho interferon a-2b va albumin & ngudi (céc Fig. 8, 12, 16 va 20).

Dbi v6i ché phdm chira thymosin al, cac sic ky HPLC thu dugc tir phuong
phap oligo 1 c6 thé gianh dugc mdt pic nbi bat thir hai trong cling mot qué trinh
‘tach voi thoi gian Iuu nhé hon nhiéu so véi pic ON (chu yéu) (cac Fig. 21, 24, 27,
30, 33, 68, 71, 82 va 85) do trong luong phén tir trong dbi thip ctia polypeptit
nay. Trong moi trudng hgp, ESI-MS cua pic thi hai nay déu trong quan gan nhu
chinh xé4c véi trong lrgng phan tir dugc mong muébn cia thymosin al (c4c Fig. 23,
26, 29, 32, 35,70, 73, 84 va 87).

Dé6i véi cac ché phdm chira interferon o-2a dd pegyl hoéa, phép phan tich
LC-MS 1a rat phirc tap do su ¢6 mit ciia thé tiép hop da pegyl hoa, né tao ra nhiéu
loi ion 1am cho viée giai chap phd khéi cho polypeptit da pegyl hoa bat ky rt kho
khan. Tuy nhién, bing cach st dung phuong phap protein 2, dit liéu HPLC tir cac
ché phdm chtra interferon a-2a da pegyl héa tit ca déu thé hién céc pic nbi bat
- tuong duong phi hop v6i céc thoi gian luu duge ky vong cho mot polypeptit da
pegyl hoa (cac Fig. 38, 42, 46, 50, 54, 76, 80, 90 va 94). Cac phan tich ESI-MS
cho c4c pic nay trong tit ca cic truong hop déu thé hién mot nhém tuong tu cla
cac tin hiéu lién quan téi sy pegyl hoa tir m/z 600-100- va 1500 - 3600 phu hop
v6i su ¢ mét cua protein da pegyl hoa (cac Fig. 39, 43, 47, 51, 55, 77, 81,A91 va
95).

Mot phin trong sb toan bd cac ché phdm oligonucleotit chelat-polypeptit
duge bao ché trong Vi du 3 ciling dugce tién hanh x4c dinh canxi va hodc magie
bing quang phd phét xa quang hoc huyét trong dliqc két hop cam tmg (ICP-OES).

Viéc x4c dinh canxi va magie cho mdi ché phdm dugc trinh bay trong Bang 3.
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X4c dinh kim loai trong cac ché phdm phirc chat chelat ON-polypeptit

ON c6o mdt | Polypeptit c6 mat Ham lugng kim loai
(du6i . dang (% tong khdi lugng xac dinh
chelat) dugc bang ICP-OES)

Canxi Magie
REP 2006 thymosin al 0,107% khong c6 mét
REP 2006 - | interferon a-2a dd pegyl hdéa | 0,0991% khong c6 mat
REP 2055 interferon a-2b 0,0242% khong c6 mat
REP 2055 thymosin al 10,0393% khong c6 mat
REP 2055 interferon o-2a da pegyl hoa | 0,0448% khong c6 mat
REP 2055 | interferon A1 0,0515% khong c6 mat
REP 2057 interferon a-2b 0,0987% khong cé mat
REP 2057 | thymosin al 0,101% khong c6 mat
REP 2057 | interferon o-2a d4 pegyl hoa | 0,114% khong c6 mit
REP 2139 interferon a-2b 0,0953% khong c6 mat
REP 2139 | thymosin al 0,0922% khong c6 mit
REP 2139 | interferon a-2a da pegyl héa | 0,104% khong c6 mit
REP 2139 interferon A1 0,0959% khong c6 mat
REP 2148 interferon a-2b 0,0615% khong cé mat
REP 2148 | thymosin a1 0,061% khong ¢6 mit
REP 2148 interferon a-2a da pegyl héa | 0,0641% khong c6 mat
REP 2148 interferon A1 0,065% khong c¢6 mat
REP 2055 | thymosin al khong c6 mat 0,0199%
REP 2055 | thymosin ol 0,0248% 0,00959%
REP 2055 interferon a-2a da pegyl héa | khong c6 mat 0,0181%
REP 2055 interferon a-2a da pegyl hoa | 0,0244% 0,00938%
REP 2139 | thymosin al khoéng c6 mat 0,0361%

-50-




25756

ON c6é mdt | Polypeptit c6 mit Ham luong kim loai

(du6i dang (% tbng khéi lugng xac dinh
chelat) v dugce bang ICP-OES)

REP 2139 | thymosin a1 0,0453% 0,0175%

REP 2139 | interferon a-2a da pegyl héa | khong c6 mat 0,0340%

REP 2139 | interferon a-2a di pegyl hda | 0,0482% 0,0184%

'Céc két qua tir C4c vi du 3 va 4 chimg t6 nhimg van dé duéi day:
1. Cac ché phdm chtra céc phirc chét chelat ON bao gdm canxi, magie hoc hdn
hop canxi/magie va cac polypeptit hodc polypeptit di pegyl héa c6 thé dugc bao
ché 14 thich hop dé cung cép ngoai dudng tidu hoa.
2. Ca ON l4n polypeptit hodc polypeptit da pegyl hoa trong cic ché phdm theo
sang ché déu khong trai qua su thay dbi hoa hoc c6 thé phat hién dugc bét ky, nhu
duge chung td béi su trong quan gin nhu hoan tbén gilta cac trong lugng phén tir
quan sat dugc va céc trong luong phan tir theo Iy thuyét cho REP 2055, REP 2057,
REP 2139, REP 2148, interferon a-2b, thymosin a1 va interferon A1.
3. Trong ‘trm‘mg hop céc ché phdm chira interferon a-2a di pegyl héa, cac ON
khong thay ddi, va cac thay dbi polypeptit (néu c6 bét ki) khong thé phét hién
duoc.

Tir nhitng két qué nay, cac két luan dudi dy c6 thé dugc dua ra:

1. REP 2006 13 m6t ON thoai bién hoan toan va do d6 13 mdt mé hinh nguyén miu
vé cdc dic tinh héa Iy thuong thiy véi tt ca cac ON. Do d6, ON bit ky c6 thé
dugc bao ché dudi dang phirc chét chelat ¢6 thé twong thich véi cac polypeptit
hodc polypeptit da pegyl hoa nay trong dung dich.
2. REP 2006, REP 2055, REP 2057 va REP 2148 1a ADN trong khi REP 2139 1a
ARN. Do d6, ON ARN hozic ADN hosic ARN/ADN hydrid bat ky c6 thé dugc st
dung dé bao ché ché phadm chira cac phirc chét chelat ON va céc polypeptit.
3. REP 2006, REP 2055 va REP 2057 c6 cac riboza khong dugc cai bién trong khi
REP 2139 ¢6 mdi riboza 2°0 duoc metyl hoa. Do d6, cai bién 2° riboza s& tuong
thich véi viéc bao ché ché phim chira cac phirc chit chelat ON va cac polypeptit.

4. REP 2139 va REP 2148 bao gébm mdi xytosin duoc cai bién tiép dudi dang

-51-



25756

5’metylxytosin. Do d6, cadc ON chira cac bazo dugc cai bién c6 thé duoc st dung
dé bao ché ché phim chira cac phirc chit chelat ON va cac polypeptit hoic
polypeptit da pegyl hoa.

5. Ché pham chira phirc chit chelat ON va polypeptit hodc polypeptit di pegyl hoa
s& tuong thich véi cation kim loai hoa tri hai duge dung bét ky 'nhu canxi va/hodc
magie.

6. Bén polypeptit dugc sir dung dé bao ché cac ché phim c6 cic chu triic khac
nhau rat nhiéu: thymosin al 13 mdt polypeptit tdng hop nhé, interferon a-2b va
interferon A1 13 cac polypeptit tai td hop 16n va iﬁterferon o-2a da pegyl hoa l1a
mot peptit t4i & hop 16n v6i mot thé tiép hop da pegyl héa phirc tap 1én. Do dé,
ché phim chira céc phirc chét chelat ON Va céac polypeptit c6 thé dugc bao ché
modt cach thanh cong nhd st dung moét khodng rdng cac polypeptit tir céc
polypeptit tdng hop nho t61 cac polypeptit tai td hop 16n véi cac thé tiép hop phirc
tap nhu polyetylen glycol. C6 thé ¢6 han ché duy nhét 12 polypeptit dugc & cap cb
thé tan trong dung dich nudc. Ngoai ra, viéc sir dung BSA lé,m. protein mang trong
Intron A (dugc st dung 1am ngudn cip interferon a-2b) khong gy anh hudng téi
0 bén cua cac ché phim duqc' bao ché bing ché phdm polypeptit nay.

7. Nhu dugc md ta & trén, sy pegyl héa 1a da biét trong linh vuc k¥ thust nay dé
cai thién kha nang chiu dung nap va hanh vi dugc dong hoc cua cac polypeptit va
nhidu polypeptit da pegyl hoa hién dang sir dung lam cac thudc da dugc phé chuin
(xem & trén). Do d6, diéu dﬁ duge chimg t6 13 céc ché phim theo sang ché c6 thé
chiu dung nap t6t sur c6 mit cia peptit da pegyl hoa va tinh hiru dung khi két hop
phirc chit chelat ON va peptit da pegyl hoa dé cai thién dap tmg khang virut va &
nguoi bénh (xem Vi du 6 & dudi) cho mdt sy mo ta rd rang cho ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vy k§ thuét nay ring polypeptit bat ky duge du liéu & day 1a
mdt phan ctia ché phdm dugc mo ta cling co thé c6 mit dudi dang polypeptit da
pegyl hda. Vi du, thymosin al ¢6 thé dugc pegyl hoa, interferon a-2b ¢6 thé duoc
pegyl héa (phién ban da pegyl hoa ciia interferon a-2b, Peg-intron™ 14 thudc hién
da dugc phé chuin), va interferon Al c6 thé dugc pegyl héa (phién ban di pegyl

hoa cta interferon A1 hién dang dwoc nghién ctru phat trién 1am sang dudi dang
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tadc nhan khéang virut).

Vidu5

Cac NAP trc ché su van chuyén HBsAg ra khoi cac té bao

| Khang nguyén bé mit viém gan B (HBsAg) da duoc chi ra 13 phong bé
nhiéu déu hiéu ciia dép tmg mién dich cho nhidm virut HBV (Cheng et al., J.
Hepatology 43: 465—471 ; Moucari et al., Hepatology 49: 1151-1157;
Vanlandschoot et al., J. Gen. Virol. 83: 1281-1289; Woltman et al., PloS One 6:
e15324; Wu et al., Hepatology 49: 1132-1140 va Xu et al., Mol. Immunology 46:
2640-2646). Do d6, viéc loai trir tudn hoan HBsAg c6 thé 1a mot yéu t 1y tudng
cho phép phuc héi kha ning mién dich'& bénh nhan méc nhiém virut viem gan B
mén tinh. Mt phuong phap hiéu qua dé loai trir HBsAg trong vong tudn hoan 1a
ngédn ngua sy tao thanh va/hodc sy giai phong céé SVP tir cac t& bao bi nhiém
bénh (cac SVP 1a chit mang chu yéu ciia HBsAg trong mau). Hinh thai va su van
chuyén ndi bao ciia SVPs ¢6 thé dugc mé hinh héa in vitro trong céc t& bao BHK-
21 béi viéc biéu hién dang nhoé cua HBsAg protein (sHBsAg) 1a dang d3 1am giau
cac SVP mét cach dic bi€t. HE¢ mo6 hinh nay duogc xem 1a mot md hinh dai dién
cho hinh thai va su van chuyén cac HBV SVP & nguoi bénhr (Patient et al., J.
Virology 81: 3842-3851). Do vai trd quan trong ciia HBsAg huyét thanh trong
viéc tao tinh man ctia nhiém virut HBV, nén kha ning clia cac hop chét dé phong
bé su tao thanh ctia cic SVP hodc su van chuyén ndi bao cuia ching trong mo hinh
ndy chiing t4 hoat tinh khang virut ciia chiing d6i v6i HBV.

Céc hop chit NAP khac nhau dugc thir nghiém trong céc t& bao BHK-21
biéu hién sHBsAg bao gdm cic NAP da phosphorothio héa héa thoai bién hoan
toan REP 2006 va REP 2107 (2107 ciing c6 tit ca cac riboza cé cai bién 2°0
metyl), NAP thoai bién da 2°0 metyl hoa hoan toan, khong dugc phosphorothio
héa (REP 2086) ciing nhu cac NAPs gdm trinh tu poly AC: REP 2055 (SEQ ID
NO: 2) va REP 2148 (SEQ ID NO: 11). Cac NAP nay dugc dua vao cac té bao
BHK-21 nho viéc mé 18 bang dién ddng thoi 1am 1am khudn ARN dé biéu hién
sHBsAg bang cach sir dung sy mé 16 biang dién. Hoat tinh trong hé mé hinh BHK
dugc danh gia bang cach hinh dung protein HBsAg ndm bén trong cac té bao
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BHK-21 bang kinh hién vi phat huynh quang mién dich. C4c hop chét dugc ddnh
gi4 1a ¢6 hoat tinh néu nhu HBsAg dugc han ché & khoang tréng quanh nhén va
ngin khong cho vén chuyén t6i ngoai vi cia té bao (su tiét). Hoat tinh ciia cac hop
chit NAP khac nhau dugc tém tit trong Bang 4 & dudi.

Béang 4

Anh huéng cia cic NAP khéc nhau t6i su van chuyén HBsAg trong céc té bao
BHK-21

NAP HBsAg dugc lvu gilr |su  vén chuyén
trong khodng trong | HBsAg t&i ngoai vi
quanh nhan té bao

dbi chimg (khong c6 mit | - -+

NAP) '

REP 2006 4+ -

REP 2107 _ +++ +

REP 2086 - | -+

REP 2055 (SEQIDNO: 2) | ++++ v -

REP 2148 (SEQ ID NO: 11) | ++++ -

- =tac dung khong dugc quan sat
+ 161 ++++ = tdc dung tur bién t6i hoan toan quan sat dugc

Céc két qua véi viée xtr Iy cac té bao BHK-21 biéu hién sHBsAg bing REP
2006 va REP 2107 ching té kha ning cta cic NAP dé phong bé su van chuyén
sHBsAg theo kiéu hinh khong phu thude vao trinh tu. Viée ‘khc“)ng ¢0 hoat tinh véi
REP 2086 ching té r?mg hoat tinh nay 1a phu thugc mdt cach chét ché vao su co
mit cia su phosphorothio héa. Ngoai ra, kha nang nay duoc luu gilr v6i su c6 mat
clia cai bién 2’riboza (trong REP 2107) va cai bién bazo (5’metylxytosin trong
truong hop REP 2148). Ngoai ra, REP 2107, REP 2055 va REP 2139 da biét 1a
hoan toan khéng c6 hoat tinh kich thich mién dich bt ky va cé» hoat tinh tuong
duong v6i REP 2006. Ngoai ra, chudi di dugc xac dinh cia poly AC (REP 2055
va REP 2148) c6 hoat tinh twong duong véi chudi thoai bién (REP 2006 va REP
2107). |
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Nhing két qua nay cho thdy ring nim trong pham vi cﬁa trinh thoai bién
ctia va cac chudi chtra cac don vi lip lai ciia AC (va do d6 ca CA) va céc chudi
khac ciing bao gdbm cac don vi lap lai cia nucleotit purin/pyrimidin khac nhau
(nhu TG va GT hodc UG va GU) va bao gém céc cai bién 2’riboza hodc céc cai
bién bazo hodc bao gdm ci cai bién 2’riboza 13n cii bién bazo (xem REP 2139
trong Vi du 6), cic NAP da phosphorothio héa s& duge ky vong 1a c6 kha nang
phong bé su tao thanh va su véan chuyén ndi bao va sy tiét cac SVP tir cac té bao bi

“nhiém & cic do dai oligonucleotit tir 20 - 120 nucleotit nhu duge md ta trong cac
patent M§ 8,008,269, 8,008,27 0 va 8,067,385.
Vidu6 .
Tri liéu két hop dé diéu tri viém gan B man tinh & ngudi bénh

REP 2055 132 mubi natri don ciia ON da phosphorothio héa hoéa (SED ID
NO: 2). REP 2139-Ca la phitc chdt chelat canxi ciia phosphorothioat
oligonucleotit REP 2139 (SEQ ID NO: 18) duoc bao ché trong nudc mudi thudng
bang cach sir dung ty 1& 30mg CaCl, cho mdi 100mg oligonucleotit ¢6 mit. REP
2055 va REP 2139 1a cac NAP va ho céc hop chit nay 14 cac hop chit khang virut
phd rong c6 hiéu qua dbi v6i cac virut da phat trién (Bernstein et al., 2008,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 52: 2727-2733; Cardin et al., 2009,
Virology Journal, 6: 214; Guzman et al., 2007, Antiviral Therapy, 12: 1147-1156;
Lee et al., 2008, Virology, 372: 107-117; Matsumura et al., 2009,
Gastroenterology, 137: 673-681; Vaillant et al., 2006, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 50: 1393-1401 va céc patent My s6 8,008,269B, 8,008,270 va
8,067,385). Céc phuc chét chelat khong tac dong tdi hoat tinh sinh hoc cua céac
NAP hoic céc loai ON khéc va do vy ché phdm REP 2139 duéi dang phuc chit
chelat canxi khong anh hudng t6i hoat tinh khang virut ciia n6. Duy nhét cai bién
NAP cin thiét cho hoat tinh khang virut 12 sy phosphorothio héa mdi lién két
trong ON. Céc cai bién bd sung bao gém céc cai bién 2’ riboza (nhu 2’0 metyl
héa) va cac cai bién bazo (nhu 5 metylxytosin va 4’thiouraxil) c¢6 anh huéng
khéng déng ké t6i hoat tinh khang virut ciia cac NAP nhung c6 thé duoc sir dung

dé t6i ru hoa kha ning chiu dung nap & ngudi bénh.

-55-



25756

Interferon a-2a d3 pegyl hoa duoc ban dudi nhan hiéu hang héa Pegasys™
cua Roche Inc. (Basel, Switzerland) va dugc phé chuin @ diéu tri bénh nhiém
virut HBV man tinh. Thymosin al dugc ban duéi nhan hiéu hang hoa Zadaxin™
cua SciClone Pharmaceuticals (Foster City, California, U.S.A.) va ciing d3 duogc
phé chuén d& didu tri bénh nhidm virut HBV man tinh & nhidu quéc gia chau A.

Pé kiém tra liéu xem tac dung khang virut cda viéc diéu tri NAP két hop
v6i tri liéu mién dich (kich thich cac dap img mién dich thich tng va bdm sinh) c6
thé cai thién dap g khang virut & bénh nhan nhiém virut HBV man tinh, bénh
nhén dang dugc don tri li¢u bang REP 2055 va tri li¢u két hop cling v6i REP
2139-Ca va hodc 1a thymosin al (Zadaxin™ - dugc dua ra dudi dang 1,6mg tiém
duéi da hai 1dn méi tudn) hojc interferon a-2a da pegyl héa (Pegasys™ - dugc
dua ra duéi dang 180mg tiém dudi da mot 1an mbi tudn) theo ché dd dang phat
trién NAP cua chung. |

Ca REP 2055 1?&1 REP 2139-Ca, khi dugc stir dung trong don tri liéu c6 hoat .
tinh nhu nhau d& phong bé s gi4i phong HBsAg c6 co ché tri liéu tac dong cla tit
ca cac NAP ddi véi nhiém HBV néi chung. REP 2055 va REP 2139-Ca, khi dugc
dua ra véi cac ché do don tri liéu tuong duong, tao ra sy lam sach HBsAg trong
huyét thanh ctia bénh nhan da bi nhiém HBV & 7/8 va 9/12 bénh nhan, mdt cach
tuong ng va viéc 1am sach HBsAg huyét thanh c6 thé twong duong véi ca hai
loai thudc (xem Bang 5), thé hién hoat tinh khéng virut trong duong ciia cic NAP
nay khi dugc dua ra dudi dang cic mudi natri hodic dudi dang cac phirc chét
chelat.

Bang 5
REP 2055 va REP 2139-Ca lam sach mdt cach hiéu qué va tuong duong HBsAg
huyét thanh & cac bénh nhén nhiém virut HBV man tinh .

NAP Ngudi HBsAg huyét thanh xir Iy | HBsAg huyét thanh sau
bénh ¢6|sobd khi x1r ly
ddplmg | o 10 /mL¥) (mIU /mL¥)

REP 2055 |1 934 0,25
2 1885,4 0,38
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3 384,1 0
4 126645,07 0,03
5 158180 0
6 36996,00 7
7 4762,5 50,6
REP 2139- | 1 70050 0,19
Ca 2 13400 0
3 3654,3 0,34
4 47689,7 180,44
5 107659,6 | 32,15
6 58937,87 9,91
7 17988,99 29,21
8 125000 0,01
9 1288,56 0,02

*nhu dugce xac dinh béi thé nghiém dinh luong Abbott Architect™ cho HBsAg

Viéc didu trj trén co s interferon thuong dan t6i 25% s6 bénh nhan c6
duogc sy kiém soat nhiém HBV cua chiing sau khi dimg diéu tri (ADN HBV huyét
thanh <500 ban sao/ml; Mourcari et al., 2009, Hepatology 49: 1151-1157) va viée
diéu tri thymosin al nhin chung dugc xem 14 ¢6 hiéu qua trong duong (Yang et
al., 2008 Antiviral Research 77: 136-141).

Viée don trj liéu REP 2055 din dén dat dugc sy kiém soat nhiém HBV
(ADN HBV huyét thanh <500 ban sao/mL) sau khi dimg diéu tri & 3/7 bénh nhan
(43%). Viéc diéu tri REP 2139-Ca, c6 hiu qua gidng hét v6i REP 2055 dé 1am
sach HBsAg huyét thanh, khi duoc dua ra du6i dang don trj lidu) két hop véi
thymosin al hoic interferon a-2a da pegyl héa dan t6i su kiém soat virut & 8/9
bénh nhan (89%) bi nhiém HBV (xem Bang 6).

Béang 6
Két qua cia dap g virut (SVR) bang don tri liéu NAP hoic két hop NAP/tri lidu

mién dich
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NAP Ngudi  bénh | Tri liéu mién | SVR & 12 tuén sau diéu tri *
‘ c6 dap ing dich
REP 2055 1 khong Co
2 Khong
3 Co
4 Khong
5 Cé
6 Khong
7 Khong
REP 2139-Ca |1 Zadaxin™ Céo
| 2 Zadaxin™ Co
3 Zadaxin™ Co
4 Zadaxin™ /[ Cé
Pegasys ™
5 Zadaxin™ /| Co
Pegasys ™
6 Pegasys ™ Co
7 Pegasys ™ Khong
8 Pegasys ™ Co
9 Pegasys ™ Co

*ADN HBV huyét thanh <500 ban sao/mL

Nhitng két qua nay chimg to ring tic dung két hop ctia phirc chit chelat
ON khéng virut (trong vi du nay 1a REP 2139-Ca) va polypeptit khéng virut (trong
vi du nay 12 interferon a-2a da pegyl héa hoidc thymosin al) c6 thé din dén su cai
thién vé sy kiém soat sau diéu tri nhiém HBV & nguodi bénh va con chung t6 kha
ning hiru dung cta viéc diéu tri két hgp véi phirc chét chelat ON va polypeptit
hoic polypeptit da pegyl héa & ngudi bénh nhiém virut.

Céc ché phdm chtra phirc chét chelat ON khang virut va polypeptit khang
virut ¢6 thé dugc mong mudn do ching c6 thé cai thién su dap tmg khang virut

tbng thé & bénh nhan nhim virut (bao gdbm nhiém HBV) bdi viée cung cip ddng
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thoi ca hai tdc nhan (tinh hitu dung ctia né da dugce mo ta trong vi du nay).

Chelat ON khang virut trong ché phim néu trén c6 thé bao gdm ON khang
virut bt ky nhu duoc mé ta & trén va trong trudng hop HBV ¢6 thé dic biét bao
gém REP 2055 (SEQ ID NO: 3, REP 2139 (SEQ ID NO: 18), REP 2148 (SEQ ID
NO: 11) hoidc hop chit NAP khac bat ky phong bé su van chuyén HBsAg nhu
dugc mo-ta & trén.

Polypeptit trong ché phdm néu trén c6 thé bao gdm polypeptit hoic
polypeptit di pegyl hoa khang virut khang virut bat ky va trong trudng hop HBV
c6 thé dic Vbiét bao gbm interferon a-2b, interferon o-2b di pegyl hoa, interferon
o-2a da pegyl hoa, thymosin al, interferon A1 hodc interferon A1 d& pegyl hoa.

Mot tac dung c6 ich tuong tu vdi cac diéu trj két hop dugc mo td & trén cod
thé duoc tin 1a chi & nhiém HBV ma con & cac nhiém virut khac nhu viém gan C,
ciim, RSV va cac virut khac c6 thé dap tng tac dung ciia ON khang virut hosc
| polypeptit hodc polypeptit da pegyl héa khang virut. Mac du cdc NAP dugce st
dung trong vi du ndy, nhung céc cai thién nhu vay vé két qua khang virut & ngudi
bénh c6 thé dat dugc véi cac ON khang virut khéc tdc ddong boi cac co ché phu
thudc vao trinh tu dugc bao ché dudi dang cac phirc chit chelat khi két hop véi
polypeptit hodc polypeptit 3 pegyl hoa khang virut. Cac tic dung nay c6 thé con
c6 hiéu qua réng hon trong céc nhiém virut khac ciing véi su két hop thich hop
ctia phirc chit chelat oligonucleotit khang virut va polypeptit khang virut. Vi du,
cac NAP c6 hoat tinh réng dbi v6i nhidu virut da phat trién khac nhu viém gan C,
ctim, virut hgp bao hd hip va virut xytomegalo va do d6 cac phirc chét chelat
NAP, két hop véi polypeptit khang virut thich hop (n6 c¢6 thé 1a thymosin a1 hozic
interferon o-2a da pegyl héa nhung ciing c6 thé 13 mot polypeptit khang virut khac
thich tmg hon v6i chimg nhim virut cu thé) c6 thé dugc ky vong dé tao ra dap
g khéng virut t6t hoﬁ & dbi trgng bi nhiém virut so vdi ca hai hop chit trong
don tri liéu. Theo mot vi du khéc, phirc chét chelat ciia miravirsen (SEQ ID NO:
7) ¢6 thé két hop véi interferon (da pegyl héa hodc chwa) @& cai thién dép tng
khang virut & bénh nhan bj nhiém virut viém gan C.

Céc tac dung c6 loi d3 dugc ching minh véi cac phirc chit chelat NAP va
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thymosin ol hogc interferon a-2a da pegyl hoa c6 thé ciing duge ky vong dé xuit
hién cling véi cac phirc chit chelat ON ctia cac nhom khéc ciia oligonucleotit nhur
cac ON dbi nghia hodc siARN hodc miARN hodc aptamer dd dugc phat trién
khang ching nhiém virut cu thé hoac oligonucleotit kich thich mién dich. Do dé,‘
phuong phéap két hop phirc chat chelat ON c¢6 ngudn gbc tir bat ky trong sb cac
nhém ON nay ciing véi polypeptit khang virut thich hop c6 thé duge ky vong dé
st dung tri liéu trong mot khoang rong cac nhiém virut da ching té cic dap Ung
véi oligonucleotit khang virut (hoic 12 duéi dang muéi natri hodic phirc chit
chelat) hodc polypeptit hodc polypeptit da pegyl héa khéng virut trong don tri ligu.

Theo quan diém cia cac vi du néu trén, c6 thé dy lidu duqcbhai hoic nhidu
phtic chét chelat ON khang virut (vi du, chira NAP va ON dbi nghia hodc chira
NAP va siARN khang virut) ¢6 thé dugc két hop véi mét hodc nhidu polypeptit
hodc polypeptit da pegyl hoa khang virut (vi du, interferon a-2a da pegyl héa va
thymosin a1 hodc thymosin al va interferon A1 da pegyl héa), hodc 1a trong cing
hoic trong nhiéu ché phdm dé dugc cip qua cac dudng nhu nhau hozc khéc nhau.

Trong vi du néu trén, REP 2139-Ca dugc cip bing cach truyén tinh mach
va interferon o-2a di pegyl hoa hodc thymosin al dugce cip bang cach cung cp
duéi da. Trén co s& cac van d& néu trong vi du & trén, ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat nay c6 thé dé dang du doan ring phirc chét chelat ON
va polypeptit c6 thé dugc dua ra ddng thoi trong ciing mot ché pham (nhu ché
phém d4 m6 ta trong cac Vi du 3 va 4 & trén) hodc 1a bé”mg cach tiém dudi da hoac
truyén tinh mach va c6 thé dugc du doan 13 c6 tic dung c6 loi gibng nhu cac tic
nhén ndy dugc cdp mot cach riéng biét (hodc 1 theo cac dudng ding nhu nhau
hodc khac nhau).

Céc tac dung c6 loi cia viée diéu tri két hop nhu duge md ta & day cing
véi phire chét chelat ON va polypeptit hodc polypeptit da pegyl hoa khang virut
trong diéu tri khang virut nhu dugc mo td & day du bao mot cach rd rét cac tac
dung c6 loi cta viéc diéu tri két hop véi cac chelat ON va cac polypeptit hoic
polypeptit di pegyl hoa trong cac diéu tri tri liéu khi ca hai tac nhan niy c6 pham
vi hoat tinh nhét dinh trong don tri liéu. Vi du, ON dbi nghia huéng dich gen lién

-60-



25756

quan t6i ung thu (do d6 c¢6 hoat tinh khang ung thu), c6 thé duoc bao ché dudi
dang phuc chét chelat ON nhu dugc mé ta & day va con dugce Kkét hop tac nhﬁn tri
liéu mién dich da biét co pham vi hoat tinh khing ung thu nhét dinh khi dugc st
dung thong thuong trong don tri liéu. Céc diéu tri tri liéu nhu vy c6 thé bao gém

ung thu, xo cliing rai rac, va bénh Alzheimer.
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YEU CAU BAO HO

1. Dugc phdm chira phirc chét chelat oligonucleotit (ON) ma bao gdém hai hodc
nhiéu ON duoc lién két giita cic phén tir bdi cation héa tri hai, va it nhit mot
polypeptit dugc chon trong sb:

thymosin al; |

a-interferon bat ky hoic cac din xuit da pegyl hoa cia no;

B-interferon bat ky hoic cac din xuit da pegyl héa ciia no;

y-interferon bét ky hoafic cac dan xuét da pegyl hoa cuia no;

A-interferon bat ky hodc cac d4n xuét da pegyl héa clia no;

interferon a-2a hodc a-2b hodc a-N3;

interferon B-1a hodc B-1b;

interferon y-1b;

interferon A1 hodc A2 hodc A3;

interferon da pegyl héa a-2a hodc a-2b hodc A1 hodc A2 hoac A3;

Myrcludex B;

xytokin khang virut bat ky hodc cac din xuit di pegyl héa ciia no; va

Protein thymic A.
2. Duoc phdm chtra phirc chit ON khang virut ma bao gdm hai hodc nhidu ON
khang virut dugc lién két giita cic phén tir bdi cation hoa tri hai, va it nhit mot
polypeptit khang virut dugc chon trong sé:

thymosin al;

a-interferon bt ky hodic cac din xuét da pegyl hoa cia né;

B-interferon bét ky hodc cac dan xuit da pegyl hoa cia nd;

y-interferon bat ky hodic cac din xuét da pegyl hoa cta no;

A-interferon bit ky hoidc cac din xuét da pegyl héa cia no;

interferon a-2a hodc a-2b hoic a-N3;

interferon B-1a hodc B-1b;

interferon y-1b;

interferon A1 hodc A2 hodc A3;
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interferon da pegyl hoa a-2a hodc a-2b hodc A1 hodc A2 hoic A3;
Myrcludex B;
xytokin khang virut bt ky hoic cac din xuét di pegyl hoa ciia né; va
Protein thymic A.
3. Duoc phém theo diém 1 hoic 2, trong d6 cation kim loai hoa tri hai 13 canxi.
4. Duogc phém theo diém 1 hoic 2, trong d6 cation kim loai hda tri hai 1a magie.
5. Dugc phém theo diém 1 hoic 2, trong d6 cation kim loai hda tri hai 1a st (2+),
mangan, ddng hoic kém.
6. Dugc phém theo diém 1 hoic 2, trong do6 cation kim loai hoa tri hai bao gém hai -
hoic nhiéu cation kim loai hoa trj hai khac nhau . | . |
7. Duogc phém theo diém 1 hoéc 2, trong d6 cation kim loai héé trl hai gém canxi
va niagie.
8. Duogc phém theo diém 1 hodc 2, trong d6 phuc chét chelat ON chtra it nhit mot
ON dang soi kép.
9. Duoc phém theo diém 1 hoic 2, trong d6 phtrc chét chelat ON chtra it nhat mot
ON c6 it nhat mot lién két phosphorothioat.
10. Duogc phém theo diém 1 hodc 2, trong d6 phirc chét chelat ON chtra it nhat mot
ON da phosphorothio héa hoan toan.
11. Duogc phérn theo diém 1 hoic 2, trong d6 phtrc chét chelat ON chtra it nhat mot
ON c¢6 mot riboza d4 cai bién & vi tri 2.
12. Dugc phidm theo diém 1 hoic 2, trong d6 phirc chat chelat ON chira it nhat mot
ON ma c6 riboza d3 O-metyl hda & vi tri 2°.
13. Dugc phim theo diém 1 hoic 2, trong d6 phirc chét chelat ON chtra it nhit mot
ON chtra it nhit 5°metylxytosin.
14. Duoc phém theo diém 1 hoic 2, trong d6 phtrc chét chelat ON chtra it nhit mot
ON trong d6 mdi xytosin ciing 1 5 metylxytosin.
15. Dugc pham theo diém 1 hoic 2, trong d6 phirc chat chelat ON chira it nhat mot
ON trong d6 mdi riboza dugc O-metyl hoa & vi tri 2° va trong d6 mdi xytosin ciing
1a 5’metylxytosin.
16. Duoc phim theo diém 1 hodc 2, trong d6 phuc chit chelat ON chia
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- oligonucleotit c6 trinh tu duge chon tir céc trinh tu duge thé hién trong SEQ ID
NO: 1-6 va 10-18.

17. Dugc phim theo diém 1 hodc 2, trong d6 phitc chit chelat ON chira
oligonucleotit dugc chon tir cac trinh tur duge thé hién trong SEQ ID NQ: 7-9.

18. Duoc phdm theo diém 1 hoic 2, trong d6 dugc pham nay duge bao ché duéi
dang dung dudi da.

19. Duoc phém theo diém 1 hoic 2, trong d6 dugc phém nay dugc bao ché duéi
dang diing @& truyén tinh mach.

20. Dugc phém theo diém 1 hodc 2, trong d6 dugc phém nay dugc bao ché dudi
dang dung cho it nhit mdt dudng trong sd cac duong dung sau: hit khi dung, trong
nhan ciu, tiéu héa qua dudng miéng, tan trong rudt, tiém trong co, ti€ém trong
mang bung, tiém vao tily séng, truyén vao tiy séng, trong khi quan, tiém tinh
mach va tai chd.

21. Dugc phim theo diém 1 hoic 2, trong d6 phirc chit chelat ON chira it nhit mot
ON c6 trinh tir dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2.

22. Dugc phim theo diém 1 hoic 2, trong d6 phirc chit chelat ON chira it nhit mot
ON c¢6 trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 11.

23. Dugc phim theo diém 1 hoic 2, trong d6 trong d6 phirc chét chelat ON chira it
nhét mot ON c¢6 trinh tyr dugc thé hién trong SEQ ID NO: 18.

24. Dugc phim theo diém 1 hoic 2, trong d6 dugc phdm nay con chira mot hodc
nhidu chit trong sb cac chit sau: entecavir, tenofovir disoprbxil fumarat,
telbuvidin, adefovir dipivoxil, lamivudin, ribavirin, telaprevir, boceprevir, GS-
7977, tegobuvir, zanamivir, oseltamivir, ganciclovir, foscarnet, acyclovir,
zidovudin, abacavir, lopinavir, ritonavir hoac efavirenz.

25. Dugc pham theo diém 1 hoic 2, trong d6 dugc phdm nay con chira chit mang.
26. Dugc phdm chira phirc chét chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh tur dudc thé
hién trong SEQ ID NO: 3, va interferon a-2a da pegyl hoa. |
27. Dugc phim chira phirc chét chelat ON bao gdém hai hodc nhiéu ON duoc lién
két gitra cac phan tir boi cation héa tri hai, chira it nhit mét oligonucleotit c6 trinh

tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon a-2a da pegyl hoa.
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| 28. Dugc pham chira phirc chit chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh tir dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon a-2a da pegyl hoéa.
29. Dugc phim chira phtrc chit chelat ON chtra oligonucleotit ¢6 trinh tur duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 3, va thymosin al.

: 30.‘ Dugc phdm chira phtrc chit chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh tur duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 18, va thymosin al.
31. Dugc phdm chtra phirc chit chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh tu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 11, va thymosin al. |
32. Duogc phidm chira phitc chét chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh tir duge thé
hién trong SEQ ID NO: 2, va interferon a-2b.
33. Dugc pham chira phirc chit chelat ON bao gdm hai hodc nhiéu ON dugc lién
két giita cac phéan tir boi cation hoa tri hai, chira it nhat mot oligonucledtit c6 trinh
tur duoc thé hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon a-2b. |
34. Dugc phim chira phirc chit chelat ON chira oligonucleotit c6 trinh tr dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon a-2b.
35. Dugc phim chtra phirc chét chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh tu dugc thé
hién frong SEQ ID NO: 3, va thymosin al d3 pegyl hoa.
36. Duoc phém chira phirc chét chelat ON chira oligoﬁucleotit ¢6 trinh tu duge thé
hién trong SEQ ID NO: 18, va thymosin al da pegyl hoa.
37. Dugc phim chira phirc chit chelat ON chira oligonucleotit c6 trinh ti dwgc thé
hién trong SEQ ID NO: 11, va thymosin al da pegyl hoa.
38. Dugc phdm chira phirc chit chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh trr duogc thé
hién trong SEQ ID NO: 3, va interferon a-2b da pegyl hoa.
39. Dugc phidm chtra phirc chit chelat ON bao gém hai hodc nhidu ON dugc lién
két gifta céc phéan tir bdi cation hoa tri hai, chira oligonucleotit c6 trinh tu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon A-2b da pegyl hoda.
40. Dugc phim chira phtrc chit chelat ON chira oligonucleotit ¢ trinh tu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon a-2b da pegyl hoéa. /
41. Dugc phim chtra phirc chit chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh tir dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 3, va interferon A1.
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42. Duogc phim chira phirc chit chelat ON chura oligonucleotit ¢6 trinh tir duge
thé hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon A1.

43. Du@c phdm chira phirc chit chelat ON chira oligonucleotit c6 trinh tir dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon A1.

44. Dugc phim chira phirc chét chelat ON chira oligonucleotit c6 trinh tir durgc thé
hién trong SEQ ID NO: 3, va interferon A1 da pegyl hoa.

45. Dugc phdm chira phirc chét chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh ty dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 18, va interferon A1 da pegyl hoa.

46. Dugc phdm chira phirc chét chelat ON chira oligonucleotit ¢6 trinh tr dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 11, va interferon A1 da pegyl hoéa.
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DANH MUC TRINH TU.

<110> REPLICOR INC.
Andrew VAILLANT
Michel BAZINET

<120> Dugc phdm chita phtic chdt chelat oligonucleotit-polypeptit
<130> 05016051-37PCT

<150> US 61/695035
<151> 2012-08-30

<150> US 61/648711
<151> 2012-05-18

<160> 20
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 40

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> REP 2031, d& phosphorothio héa hdbéa hoan toan

<400> 1
CCCCCCCCCC CccCcCcccecceceecee ccecceceeceeeece cceccecececcecececece
40

. <210> 2

<211> 40

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> REP 2055, d& phosphorothio héa hda hoan toan

<400> 2
acacacacac acacacacac acacacacac acacacacac
40

<210> 3

<211> 40

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> REP 2057, 43 phosphorothio hdéa hdéa hoan toan

<400> 3

agagagagag agagagagag agagagagag agagagagag
40

<210> 4
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