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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén ché phidm dé didu tri hoi chimg Hunter chira iduronat-2-
sulfataza tai to hop ctia nguoi, duge pham chira ché phdm nay, va phuong phap bao

ché ching.

Cu thé hon, sang ché d& cap dén ché phdm chua hoat chat 13 iduronat-2-
sulfataza c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 d diéu tri hoi chimg
Hunter, trong d6 gdc xystein & vi tri s6 59 trén trinh tu SEQ ID NO:1 nay di duoc
bién dbi thanh formylglyxin (tirc 13 axit 2-amino-3-oxopropionic) & ty 1& mol bing
65% hoic cao hon, tot hon néu & ty 1€ mol béng 75% hodc cao hon, va tot hon nita
néu & ty 16 mol bang 80% hoic cao hon. Ngoai ra, iduronat-2-sulfataza chira trong
ché phiam theo sang ché con chira manoza-6-phosphat v6i ham lwong nim trong
khoang tur 2 dén 4mol/mol iduronat-2-sulfataza, t6t hon néu v6i ham luong nim
trong khoang tir 2,3 dén 3,5mol/mol iduronat-2-sulfataza, va tdt hon nira néu véi

ham luong nim trong khoang tir 2,5 dén 3mol/mol iduronat-2-sulfataza.

Sang ché ciing d& cap dén phuong phap bao ché ché phidm dé didu tri hoi

chirng Hunter chira iduronat-2-sulfataza bao gdm cac budc:

(1) nudi cdy dong té bao tai t6 hop di duoc bién nap gen mi héa iduronat-2-
sulfataza co trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1 va thu nhin dong té bao

da dugc nuoi cay nay; va

(2) tinh ché dong té bao di dugc nudi ciy & bude (1) bang cac bude sic ky

trao doi1 anion, siac ky tuong tac ky nudce, sac ky trao doi cation, va sac ky ai luc;

khé4c biét & chd, dong té bao tai t6 hop nay duoc nudi ciy véi su cb mit cia
chat thiy phan va budc sac ky trao ddi anion dugc thuc hién bang cach st dung dung

dich dém rtra giai c6 do pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,0.
Do c6 dd an toan va hi€u qua di€u tri cao hon so vdi cac san pham hién c6
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trén thi trudng, nén ché phim chta iduronat-2-sulfataza va dugc pham chta ché

pham nay theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé didu tri hidu qua hoi ching Hunter.
Tinh trang ki thuit ciia sang ché

Hoi ching Hunter hay bénh mucosaccharidosis typ II 12 bénh di truyén tich tu
mucopolysacarit trong lysosom. Trong hdi chiing nay, mucopolysacarit, con dugc
goi 1a glycosaminoglycan, khong dugc chuyén héa mét cach thich hop va tich tu
trong co thé do su thiéu hut iduronat-2-sulfataza . Khi glycosaminoglycan tich tu
ngady cang nhiéu trong tit ca cac té bao co thé, s& xuét hién céc tridu ching cta bénh
Hunter. C4c biéu hién vé mit thé chét & ngudi mic hoi ching Hunter bao gdm nhitng
dAu hiéu khac thudng trén guong mit va dau to. Mot trong s cac triéu ching 13 rét
nhat ctia hdi chimg Hunter 13 bung phinh to do gan va 14 lach to, diéc, bénh van tin,
bénh tic nghén duong ho hip va ngung thd khi nga. Ngoai ra, hoi chirng Hunter con
gy anh huéng dén cac khép dong 1am cing khép va han ché van dong. O mot sb
truong hop, hoi chimg Hunter gay anh huéng r6i loan hé than kinh trung wong dan
dén tri ndo cham phat trién va cic van d& vé hé thin kinh. Ty 16 mic hoi ching
Hunter 12 1:162.000 va rdi loan di truyén lién quan dén su bidu hién tinh trang lin

ctia nhiém sic thé X vi viy gay ra nhidu dau khd cho gia dinh cling nhu nguoi bénh.

Nhiéu thir nghiém khac nhau nhu ghép tay xuong, thay thé enzym, va tri li€u
gen di dugc thuc hién dé didu tri hoi ching Hunter. Mic du phuong phéap ghép tay
xuong c6 thé ngin ngira dugc hiu hét cac tridu chimg cia bénh nhung viéc tim ra
khéng nguyén bach ciu ciia ngudi (HLA- human leukocyte antigen) phu hop cho tat
c4 cic ngudi bénh 13 hét stc kho khin.Hon nira, phuong phap ghép tiy xuong c6 thé
gy ra nhidu tic dung khéng mong mudn, bao gdm de doa tinh mang cta ngudi bénh
néu khang nguyén bach cdu cia ngudi khong phi hop. Liéu phép gen dé diéu tri hoi
chiing Hunter dugc thuc hién bing cich dwa gen m3 héa iduronat-2-sulfataza binh
thuong vao co thé ngudi bénh véi vét truyén 13 vecto virut nhu adenovirut hodic
retrovirut hodc vecto khong c6 ban chit virus. Tuy nhién, liéu phap gen van chi dang
trong qua trinh thr nghiém, va chua dugc &p dung trén 14am sang. Phuong phép thay
thé enzym dé didu tri hoi ching Hunter sir dung iduronat-2-sulfataza ngoai sinh va

¢6 uu diém 1a don gian. Tuy nhién, phuong phép thay thé enzym cin duge thuc hién
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lién tuc va co chi phi diéu tri cao. Elaprase® (do Shire Pharmaceuticals Group san
xuat) dugc biao ché bing cong nghé tai td hop ADN d3 duoc FDA phé chuin va sir
dung dé diéu tri hoi chimg Hunter. Tuy nhién, dugc phdm nay c6 gia thanh rét cao va

nhugc dieém 1a d§ an toan va hi¢u qua thap.

Nhu d4 néu trén, mic di di c6 nhidu phuong phap diéu tri hoi ching Hunter,
nhung van cin nghién ciru phat trién liéu phap va hoat chét c6 hiéu qua diéu tri va do

an toan cao.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Theo muc dich chinh, sang ché dé cdp dén ché pham dé diéu tri hoi chirng
Hunter chira iduronat-2-sulfataza tai t0 hop clia nguoi, ¢6 hiéu qua diéu tri va do an
toan cao dugc bao ché bang phuong phap nudi cdy va tinh ché da dugc cai tién, va

dugc phdm chira ché phim nay.

Theo muc dich khac, sang ché dé cip dén phwong phap bao ché ché phim néu

trén va phuong phap bao ché duoc phdm chira ché phdm nay.

Dé dat dugc muc dich néu trén, séngbché dé céap dén ché phém dé diéu tri hoi
chirng Hunter, chtra iduronat-2-sulfataza tai t6 hop c6 trinh tr axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1, trong d6 gdc xystein & vi tri s 59 dugc bién d6i thanh
formylglyxin & ty 1é mol bang 65% hoic cao hon, tét hon néu & ty 16 mol bang 75%

hodc cao hon, va tot hon nita néu & ty 1€ mol bang 80% hoéc cao hon.
M6 ta van tat hinh vé

Fig.1 thé hién so d6 thiét ké vecto pJK-dhfr-IDS-S1 dugc st dung dé tao ra

vecto biéu hién iduronat-2-sulfataza.

Fig.2 thé hién so db thiét ké vecto pJK-dhfr-Or2-IDS biéu hién iduronat-2-
sulfataza tir vecto pJK-dhfr-IDS-S1 thu dugc trén Fig.1.

Fig.3 1a so dd thé hién budc phan 1ap va tinh ché iduronat-2-sulfataza tir dong
té bao CHO-DG44 d3 duogc bién nap.

Fig.4 12 anh thé hién két qua phén tich trinh ty diu N cua iduronat-2-sulfataza
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theo phuong phap SDS-PAGE, trong d6 gen chi thi dién di cho két qua trén bang M,
iduronat-2-sulfataza da duoc glycosyl hoa dién di cho két qué trén bang 1, iduronat-
2-sulfataza dugc phan cit bing PNGaza F dién di cho két qua trén bang 2, va

iduronat-2-sulfataza d3 dugc khir glycosyl hoa dién di cho két qua trén bang 3.

Fig.5 thé hién so dd qua trinh phan tich trinh tu axit amin cta iduronat-2-

sulfataza.

Fig.6 14 hinh v& thé hién trinh ty axit amin cta iduronat-2-sulfataza theo sang

ché khi dugc phén tich bang phuong phap MALDI-MS/MS va LC-ESI-MS/MS.

Fig.7 14 sdc ky 6 RP-HPLC cua iduronat-2-sulfataza dang khtr va iduronat-2-
sulfataza dang khong khtr thé hién vi trf cia cac lién két disulfua trong iduronat-2-

sulfataza.

Fig.8 13 hinh thé hién vi tri ciia c4c lién két disulfua trong iduronat-2-sulfataza

theo sang ché khi dugc phén tich bang phuong phap MALDI-MS.

Fig.9 13 hinh thé hién vi trf cia c4c lién két disulfua trong iduronat-2-sulfataza

theo sang ché khi dugc phén tich bang phuong phap MALDI-MS /MS.

Fig.10 1a hinh thé hién vi tri ciia c4c lién két disulfua trong iduronat-2-
sulfataza theo sang ché khi duoc phén tich bing phuong phap MALDI-MS/MS.

Fig.11 13 hinh thé hién iduronat-2-sulfataza dién di trén gel SDS-PAGE sau
khi xir 1y bang cac enzym glycosit hydrolaza khac nhau dé xac dinh kiéu glycosyl

héa ctia iduronat-2-sulfataza theo sang ché.

Fig.12 13 sic ky dd HPAEC-PAD thé hién ham luong manoza-6-phosphat

trong iduronat-2-sulfataza theo sing ché.

Fig.13 13 sic ky d6 thé hién do tinh khiét cua iduronat-2-sulfataza theo sang

cheé.

Fig.14 1a séc ky dd thé hién hoat tinh xdc tac cta iduronat-2-sulfataza theo

séng trén co chat ty nhién.
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Fig.15 13 d0 thi Lineweaver-Burk thé hién ty 1€ ham luong iduronat-2-
sulfataza da dugc h?ip thu vao trong té bao so v4i ham lugng iduronat-2-sulfataza

dugc bd sung vao nguyén bao soi binh thuong.

Fig.16 12 biéu db thé hién ham luong iduronat-2-sulfataza theo sang ché da
dugc hap thu vao trong nguyén bao soi thong thudong cua nguoi va nguyén bao soi

cua nguoi bénh mac hdi chiing Hunter.

Fig.17 13 hinh vé& thé hién céc théng s6 do ham lugng formylglyxin trong

iduronat-2-sulfataza theo sing ché.

Fig.18 13 hinh v& thé hién cic diém ding dién ciia iduronat-2-sulfataza theo
sang ché trude va sau khi thuc hién bude sic ky trao ddi cation, trong d6 gen chi thi
dién di cho két qua trén bang M, mau duoc nap vao hé théng sic ky trao déi cation
dién di cho két qua trén bang 1, dich rira giai ciia bude sic ky trao dbi cation dién di
cho két qua trén bang 2, va dich tai thu hdi sau budc sic ky trao ddi cation dién di

cho két qua trén bing 3.
M& ta chi tiét sang ché

Iduronat-2-sulfataza, con dugc goi la IDS hodc 128, c6 trong lugng phan tir
bang 56kDa khi dwoc phan lap va tinh ché tir gan, thdn hodc nhau thai ngudi
(Bielicki, J. et al. (1990) Biochem, J., 271: 75~86). Iduronat-2-sulfataza la protein
monome chira 550 axit amin va dugc tiét vao méi trudng nudi cdy dudi dang protein
c6 hoat tinh ddy du chira 525 axit amin sau khi da phan cit peptit tin hiéu chira 25
axit amin. Trong lugng phén tr clia iduronat-2-sulfataza thay dbi phu thudc vao qua
trinh glycosyl héa va thuong nam trong khoang tir 60kDa dén 90kDa khi xir 1y bing
endoglycosidaza F va dinh lugng theo phuong phap SDS-PAGE.

Iduronat-2-sulfataza chira hai lién két disulfua va tAm vi tri glycosyl héa & dau
N duoc tao ra duéi dang glycoprotein khi dot bién sau dich m3, trong dé cac vi tri
glycosyl héa & dau N dugc lién két voi chudi oligosacarit phirc hop kiéu lai héa va
chira nhiéu manoza & eukaryot. Khi duoc tiét vao moi truong nudi ciy, iduronat-2-
sulfataza c6 thé dugc st dung 1am thubc sau khi d3 qua cdc qua trinh phén 14p va

tinh ché thong thuong. Iduronat-2-sulfataza c6 thé & dang glycoprotein véi nhiéu
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kiéu glycosyl héa khac nhau phu thudc vao nhidu yéu té, bao gdm, qua trinh tai td
hop, bién nap gen mé héa iduronat sulfataza (vi du, dong té bao dugc st dung), k¥

thuét nuoi cdy va tinh ché.

Theo sang ché, ham lugng manoza-6-phosphat va ty 1& bién dbi Cys-59 thanh
formylglyxin c6 tac dong rat 16n dén hiéu qua diéu tri va do an toan cua iduronat-2-
sulfataza. Su c6 mit ciia gdc manoza-6-phosphat gitip cho iduronat-2-sulfataza gin
két ddc hiéu vé6i thy thé ciia M6P trén bé mit té bao, hép thu vao bén trong té bao,
phan b6 dén lysosom, va phan hay glycosaminoglycan tich tu trong d6. Hoat tinh
sinh hoc cua iduronat-2-sulfataza ciing phu thudc vao qua trinh dot bién sau dich ma

gdc xystein bao thi & vi tri s6 59 thanh formylglyxin.

Trir khi c6 quy dinh khac, thuat ngir “iduronat-2-sulfataza” dugc st dung
trong sang ché dé chi protein iduronat-2-sulfataza di dugc gén thém gbc
cacbohydrat, tc 13 iduronat-2-sulfataza da dugc glycosyl héa. Tét hon néu,
iduronat-2-sulfataza chira trong ché phdm dé diéu tri hoi ching Hunter theo sang ché
c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, nhung khéng gi¢i han & trinh tu
axit amin ndy. Chuyén gia trung binh trong linh vuc niy s& hiéu rang trinh tu axit
amin bat ky chtra cac dot bién nhu chén thém, loai bé hoac thay thé mot sb géc axit
amin trén trinh tu axit amin SEQ ID NO.1 déu ndm trong pham vi cta sang ché mién

12 van giit lai dugc hoat tinh mong mudn cua iduronat-2-sulfataza.

Thuét ngir “kiéu glycosyl héa cua iduronat-2-sulfataza” dugc sir dung trong
sang ché dé chi m6 hinh lién két cia céc oligosacarit v6i tAm vi tri glycosyl héa ctua
iduronat-2-sulfataza thu dugc theo sang ché (vi du, cac vi tri glycosyl héa va loai

oligosacarit).

Theo mdt phuong 4n, iduronat-2-sulfataza chira trong ché phdm dé didu tri hoi
chtrng Hunter theo sang ché ¢6 trinh tur axit amin giéng nhu SEQ ID NO.1, nhung cé
su khac biét vé kiéu glycosyl héa va ty 18 bién dbi gbc xystein & vi tri s§ 59 thanh

formylglyxin, nhu da néu trén (vi du 1-5 va vi du 1-6).

Cu thé, iduronat-2-sulfataza chtra trong ché phdm dé didu tri hoi ching Hunter

theo sang ché c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, trong d6 gbc
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xystein & vi trf s6 59 duoc bién dbi thanh formylglyxin & ty 16 mol bing 65% hodc
cao hon, t&t hon néu & ty 16 mol bang 75% hoic hon, va tét hon nira néu & ty 1€ mol
bang 80% hoic cao hon, trong khi d6 ty 18 bién ddi ndy & Elaprase x4p xi bang 50%
(Genet Med 2006:8(8):465-473). Formylglyxin dugc biét 1a ¢ tac dong rat 16n dbi
v6i kha niang phan huy co chit cia iduronat-2-sulfataza, tirc 13 hoat tinh cta
1duronat-2-sulfataza. Vi vay, do su khac biét giita ché phém theo sang ché va duogc
pham Elaprase c6 béan trén thi truong, nén ché phdm va dugc phidm chia ché phim
ndy theo sang ché s& c6 hiéu qua diéu tri hoi chung Hunter cao hon so véi Elaprase
do c6 ty 1& bién dbi gdc xystein & vi tri s§ 59 thanh formyglyxin trén trinh tu axit

amin IDS cao hon.

Hon nita, iduronat-2-sulfataza chira trong ché phim dé diéu tri hoi ching
Hunter theo sang ché con chira manoza-6-phosphat v6i ham lugng niam trong khoang
tir 2 dén 4mol/mol iduronat-2-sulfataza, t6t hon néu véi ham lwong ndm trong
khoang tur 2,3 dén 3,5mol/mol iduronat-2-sulfataza, va tt hon nita néu v6i ham
lugng nim trong khoang tir 2,5 dén 3mol/mol iduronat-2-sulfataza. Manoza-6-
phosphat déng vai trd quan trong trong viéc hip thu iduronat-2-sulfataza vao bén
trong té bao va sau d6 phan bd dén lysosom nodi bao muc dich. Do d6, dugc phdm
theo sang ché chtra iduronat-2-sulfataza v6i ham lugng manoza-6-phosphat cao s&
tao ra co ché hip thu manh hon iduronat-2-sulfataza qua trung gian thu thé va phan

bd nhidu hon dén lysosom dich va phan hity hiéu qua glycosaminoglycan tich tu.

Duoc phdm ding dé diéu tri hoi chung Hunter chira iduronat-2-sulfataza theo
sang ché c6 thé dugc tao ra bang cach biao ché ché phim theo sang ché clng v6i chat

mang dugc dung thanh dang thich hop.

Thuat ngit “chit mang duoc dung” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi chét
dan thudc khong ddc, tuwong thich vé& mat sinh 1y v6i iduronat-2-sulfataza chira trong
ché phdm dé diéu trj hoi chimg Hunter theo sang ché, thich hop cho dong vat, khong
¢6 ddc tinh qua mirc, twong thich, 6n dinh, khong gay kich tng, khong gay di tng va

c4c tinh chit tuong tu.

Ché phim theo sang ché c6 thé dugc bao ché véi chat din thudc thich hop phu

thudc vao dudng dua thudc. Duoc phdm theo sang ché c6 thé duge sir dung qua
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duong miéng hodc dudng ngoai ti€éu hdéa nhung khong gidi han & cac dudong dua
thudc nay. Dé str dung theo dudng ngoai tiéu héa, dugc pham theo sang ché c6 thé
dugc st dung qua da, qua mii, tiém mang bung, tiém ba‘ip, tiém dudi da hodc tiém

tinh mach

Pé sir dung qua duong miéng, dugc phim theo sang ché c6 thé dugce bao ché
két hop véi chit dan thubc thich hop thanh dang thubc bot, thudc cém, vién nén, vién
tron, vién ngdm, vién nang, dung dich thudc, gel thudc, xi-r6, hdn dich thube va vién
nhén bing cic phuong phap di biét trong linh vuc ndy. Vi du vé cdc chét din thubc
thich hop bao gém dudng nhu lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, xylitol,
erythritol va maltitol, tinh bdt nhu tinh bdt ngd, tinh bdt lia my, tinh bdt gao, va tinh
bot khoai tay, ddn xuat xenluloza nhu xenluloza, metyl xenluloza, natri carboxymetyl
xenluloza, va hydroxypropyl metyl xenluloza, va td dugc don nhu 1a gelatin va
polyvinylpyrolidon. Ngoai ra, dugc phim theo sang ché c6 thé con chira ta dugc ra
nhu 13 polyvinylpyrolidon dang lién két chéo, aga, axit alginic hodc natri alginat.
Ngoai ra, dugc pham theo sang ché cé thé con chira t4 dugc chdng két tu, ta duoc

“tron, ta dugc 1am Am, chét thom, chat nhii hoa, va chit bao quan.

Ngoai ra, ché phdm theo sang ché c6 thé dugc bao ché két hop véi chat din
thudc thich hop thanh dang thubc dung qua dudng ngoai tiéu héa nhu ché phdm
thudc tiém, ché phidm dung qua da hoic thudc xéng hit bing cic phuong phap da biét
trong linh vuc nay. Pé sir dung qua dudng tiém, duge phdm theo sang ché phai dugc
v tring va duoc bao vé chdng 14y nhidm vi sinh vét nhu vi khudn va nAm. Vi dy v&
cac chit dan thubc thich hop dé dung qua dudng tiém c6 thé bao gdm nudc, etanol,
polyol (vi du glyxerol, propylen glycol, glycol polyetylen 1ong, v.v.), hén hop cua
ching, va/hoic dung mdi hoic moi trudng phan tan chira diu thuc vat, nhung khong
gi6i han & cac chit din thubc nay. Tét hon néu, chit din thudc thich hop dé dung
qua dudng tiém 13 dung dich ding trwong nhu dung dich Hank, dung dich Ringer,
dung dich dém phosphat chira trietanolamin, nu6c cét pha tiém vo tring, etanol 10%,
propylen glycol 40% va dextroza 5%. Pé bao vé ché phim thudc tiém khoi nhidm
khuan, ché phim thudc tiém c6 thé con chira chit sat khudn va ndm nhu paraben,
clobutanol, phenol, axit sorbic, thimerosal, v.v.. Ngoai ra, trong hau hét cac trudong

hop, ché pham thudc tiém theo sang ché c6 thé con chira chit 1am déng truong nhu
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dudng hodc natri clorua. Cac ché phdm nay di boc 16 trong tai liéu: Remington’s
Pharmaceutical Science, 15% Edition, 1975, Mack Publishing Company, Easton,
Pennsylvania. Dé sir dung theo duong xong hit, dugc phim theo sang ché c6 thé
dugc bio ché & dang thubc khi dung chira trong binh nén hodc binh phun bing cach
st dung chét diy thich hgp nhu dicloflometan, tricloflometan, diclotetrafloetan,
carbon dioxit hodc khi diy thich hop. Pbi v6i trudng hop binh nén, liéu lwong c6 thé
dugc xac dinh bang van dinh liéu Vi du, nang va tii nang gelatin st dung trong binh
khi dung hoic binh xit cé thé dugc bao ché @& chta hdn hop bot hoat chit va chat
dan thudc thich hop nhu lactoza hodc tinh bot.

Céc chat dan thudc thich hop khac dd dugc mo ta trong tai lidu: Remington’s

Pharmaceutical Sciences, 19" ed., Mack Publishing Company, Easton, PA, 1995.

Ngoai ra, dugc phém theo sang ché con c6 thé chira mot hodc nhidu dung dich
dém (vi duy, nuédc mudi hodc PBS), carbohydrat (vi du, glucoza, manoza, sucroza
hodc dextran), cht én dinh (natri hydro sulfit, natri sulfit hodc axit ascorbic), chét
chéng oxy hoéa, chét chéng khuin, chét tao phtic chelat (vi du, EDTA hodc
glutathion), 'chét bd tro (vi du, nhom hydroxit), chit gay thdm 6n dinh, chit 1am dic
va/hoic chat bao quan (benzalkonium clorua, metylparaben hodc propylparaben va

clobutanol).

Ngoai ra, ché phim theo sang ché c6 thé dugc bao ché thanh dang thubc giai
phong nhanh, gidi phdng duy tri hodc giai phong chdm sau khi stt dung cho dong vat
¢6 vii. Do d6, lwgng hitu hiéu cia iduronat-2-sulfataza chira trong ché phdm dé diéu
tri hdi ching Hunter theo séng ché c6 thé dugc bao ché dé st dung qua dudng
miéng, qua da, ti€ém dudi da, tiém tinh mach va tiém be'ip. Thuit nglt “lugng hitu
hiéu” dugc st dung trong ban mo6 ta dé chi lugng iduronat-2-sulfataza tao ra tac dung
chuin doan hoic diéu tri khi cho nguoi bénh sir dung. Lidu luong cta duge pham
theo sang ché c6 thé thay ddi phu thudc vao nhiéu yéu td, bao gdm, dudng dua
thude, dbi tugng can diéu tri, bénh can diéu tri, cac dua thudc, mac do nghiém trong
cua bénh va tinh trang stc khde, cin néng, gidi tinh, va d6 tudi cua ngudi bénh.
Dugc phdm chira iduronat-2-sulfataza theo sang ché c6 thé duoc st dung véi lidu

lugng nim trong khoang tir 0,1mg/kg dén 10 mg/kg va t&t hon néu véi lidu luong
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nim trong khoang tir 0,5mg/kg dén 1,0mg/kg dang bao ché.
Phuong phdp bao ché ché phdm theo sang ché bao gdm cac budc:

(1) nudi ciy dong té bio tai t& hop di dugc bién nap gen mi héa iduronat-2-
sulfataza c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:1 va thu nhan dong té bao

da dugc nudi cay nay; va

(2) tinh ché dong té bao da dugc nudi cdy & bude (1) bang cic budce sic ky

trao doi anion, sdc ky twong tac ky nudc, sac ky trao do6i cation, va sac ky 4i luc,

khac biét & chd, dong te bao tai to hop nay dugc nudi cay vdi su c6 mit cla
chat thiy phan va buéc sac ky trao doi anion duge thuc hién bang cach st dung dung

dich dém rira giai c6 d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,0.
Cu thé hon, phuong phéap bao ché ché pham theo sang ché bao gdm cac buéc:

(1) bién nap vecto biéu hién chira gen mé héa iduronat-2-sulfataza vao té bao

vat chi dé thu dugc dong té bao tai td hop;

(2) nudi ciy dong té bao tai td hop thu dugc & bude (1) voi su ¢6 mit cla chat
thily phan trong mdi trudng khong chira huyét thanh va thu nhin dong té bao da

dugc nuéi cay nay;

(3) tinh ché iduronat-2-sulfataza tir dong t€ bao dd dugc nudi ciy & budc 2)
bing cac budc sic ky trao dbi anion, sic ky tuong tac ky nuéc, sic ky trao ddi
cation, va sic ky 4i luc, khac biét & chd, budc sic ky trao dbi cation dugc thuc hién
bang cach sir dung dung dich dém rira gidi c6 do pH nam trong khoang tir 4,0 dén
6,0.

(4) tron iduronat-2-sulfataza di dugc tinh ché véi chit mang duoc dung.

Theo phuong phép cta sang ché, budc (1) tao ra dong té bao tai td hop bing
cach bién nap vecto biéu hién chtra gen ma hoa iduronat-2-sulfataza vao té bao vat
chu. Trinh tu axit amin cta iduronat-2-sulfataza va gen ma hoda iduronat-2-sulfataza
da duoc biét dén trong linh vuc ndy. Gen ma héa iduronat-2-sulfataza c6 trinh tu axit

amin nhu néu trong SEQ ID NO:1 dugc uu tién, nhung khong chi giéi han & gen

-11-



31566

ndy. Néu trinh tu axit amin bét ky van duy tri dugc hoat tinh mong mudn cua
iduronat-2-sulfataza, mac du trinh ty axit amin nay da dugc dot bién béng cach chén
thém, loai b va/hoic thay thé mot s§ gdc axit amin trén trinh ty SEQ ID NO:1, thi
gen mi héa trinh tr axit amin bat ky nay ciing nim trong pham vi cta sang ché.
Vecto biéu hién chira gen nay c6 thé duoc thiét ké bang cach sir dung phuong phap
da biét trong linh vuc nay. Ngoai ra, vecto biéu hién nay c6 thé con chua gen chi thi
cho phép xac dinh dugc sy c6 mat cia gen da dugc bién nap vao. Vi du vé cac gen
chi thi bao gdm gen mi héa dihydrofolat reductaza (gen dhfr), nhung khong gidi han
¢ gen nay. Vecto pJK-dhfr-Or2-IDS dugc uu tién st dung (Fig.2)

Té bao vat chi duge st dung & bude (1) c6 thé 13 té bao dong vat. Vi du vé
cac t& bao vat chi nay bao gdém té bao tring chudt déng Trung Qudc (CHO), té bao
than ctia phoi ngudi (HEK), té bao than cia chudt dit vang méi sinh (BHK), té bao
than ciia khi (COS7), va té bao NSO, nhung khong giéi han & cac té bao nay, trong
d6 té bao CHO duoc uu tién st dung. Dong té bao CHO 1 mdt trong sé cac dong té
bao dugc sir dung phd bién nhit trong Iinh vuc sinh héa do c6 tbe d6 ting truéng té
bao va hiéu sut cao, d& thao tac di truyén, ting sinh nhanh trén méi trudng nudi ciy
dang hon dich quy mé 16n va c6 kha ning thich tng cao v6i méi truong khéng chira
protein. Qua trinh bién nap vecto biéu hién chira gen m3a héa iduronat-2-sulfataza
vao té bao vat chi c6 thé dugc thuc hién theo phuong phap da biét trong linh vuc

nay.

Theo phuong phép ciia sang ché, budc (2) 1 bude nudi ciy dong té bao tai td
hop chra vecto _biéu hién chtra gen ma héa iduronat-2-sulfataza thu dugc & budce (1)
trén moi truong khong chira huyét thanh. Qu4 trinh nudi ciy nay cé thé duge thuc
hién trén moi truong va & diéu kién d3 duogc tdi wu héa cho té bao vat chu. Tét hon
néu, moi truomg nudi cdy nay khong chira huyét thanh. Qué trinh nudi cdy trén moi
treong khong chira huyét thanh (vi du, huyét thanh bo) s& tranh dugc cac tac dung

khéng mong mudn hay nguy co rui ro lién quan dén huyét thanh.

Theo mdt phuong 4n ciia sang ché, qua trinh nudi cdy dong té bao tai td hop
da dugc bién nap vecto biéu hién chura gen ma hoéa iduronat-2-sulfataza co thé tiép

tuc dugc nhan sinh khdi. Vi du, dong té bao tai td hop theo sang ché c6 thé dugc
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nudi ciy trong binh lic va sau 6 dugc nhan sinh khéi 1én hang traim dén hang nghin
lit trong thung 1én men. Buéc nudi cdy ndy dugc thuc hién trong méi truong chira
chét thiiy phan c6 anh huéng rit 16n d&én viéc dinh luong ham luong formylglyxin.
Tét hon néu, chat thity phan dugc bd sung v6i lugng dé thu dugc ndng do cudi cing
nim trong khoang tir 0,1g/L. dén 10,0 g/L. Theo sang ché, chit thiry phan hiru dung
nay-cé thé thu duge bing cach thiy phan nguyén lidu dong thuc vat. Cu thé 13, chit
thiy phan theo sang ché ¢ thé thu dugc bang cach thily phan it nhit mot nguyén lidu
dugc chon tir nhém bao gbm dau twong, khoai tdy, mam lta mi, va ndm men, nhung

khéng gidi han & cac nguyén liéu nay.

Theo phuong phap cua sang ché, budc (3) 1a buéc tinh ché iduronat-2-
sulfataza tir chiing t& bao dd dwoc nudi cdy & budc (2) bang cach sir dung cac budc
sdc ky trao ddi anion, sic ky tuong tac ky nudc, sic ky trao doi cation, va sic ky 4i

luc.

T6t hon néu, bdn bude sic ky nay dugc thuc hi¢n theo tht tu néu trén. Tuy
nhién, chuyén gia trung binh trong linh vuc nay hiéu rang tht ty néu trén c6 thé duoc
thay d6i néu cin. Cing v6i thir tu thuc hién cac bude sic ky néu trén thi nhwa dung
dé sic ky va d6 pH cua dung dich dém rira giai 1 cac yéu t6 quan trong dé x4c dinh

kiéu glycosyl héa va ham lugng formylgylxin cia iduronat-2-sulfataza.

Budc sac ky trao doi anion dugc sit dung de€ loai bo cac chat mau va tap chat
khac nhau ra khéi moéi truong nudi cdy dong t€ bao theo sang ché va dugce thuc hién
trén cot chira nhira Q Sepharose® bang cach st dung dung dich dém rira giai c6 do

pH nim trong khoang tir 5,5 dén 7,5.

Budc sic ky tuong tac ky nuée duge sir dung dé loai bd cac chit mau va tap
chit con sét lai sau khi thuc hién budc sic ky trao d6i anion. Budc nay duoc thuc
hién trén cot chira nhya phenyl Sepharose® bang cach st dung dung dich dém rira

giai c6 do pH nam trong khoang tir 5,0 d&én 7,0.

Buéc sic ky trao dbi cation dugc sir dung dé chon phan doan chita ham luong
formylglyxin cao va loai bo cac tap chit con sét lai. Budc nay duoc thuc hién trén

cot chira nhya trao ddi ion bﬁng cach st dung dung dich dém rtra giai c6 do pH nim
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trong khoang tir 4,0 dén 6,0. Vi du vé& nhua trao ddi ion hitu ich theo sang ché bao
gdbm CM Sepharose Fast Flow, SP Sepharose Fast Flow, S Sepharose Fast Flow va
Capto MMC, do GE Healthcare san xuét, nhung khong chi giéi han & céc loai nhua
nay. Tét hon néu, dung dich dém rira giai dugc st dung trong budc nay c6 dé6 pH

nam trong khoéng tir 4,0 dén 6,0.

Budc sic ky ai luc dugc sir dung dé loai b6 glyxerol dugc st dung & budce sic
ky trao ddi cation va co thé tich dich ria gidi. Budc nay dugc thuc hién trén cot chira
nhya Blue Sepharose™, bang cach sir dung dung dich dém rta gidi c6 d6 pH nim

trong khoang tir 6,0 dén 8.0.

Céac dicu kién ctia mdi budc sic ky c6 thé tuy ¥ duge didu chinh bai chuyén
gia trung binh trong linh vuc nay. Lién quan dén cac diéu kién sac ky, xem vi du 1-5

dugc mo ta dudi day.

Phuong phap bao ché ché phim chua iduronat-2-sulfataza theo sang ché c6
thé con bao gdm budc bét hoat virut cé thé chua trong ché phim nay. Buéc bat hoat
virut c6 thé dugc thuc hién theo cac phuong phép khéac nhau, va t6t hon néu budéc
nay dugc thuc hién bang cach gitr dong té bao di duoc nudi cdy theo sang ché & do
pH nim trong khoang tir 3 dén 4 hodc & didu kién pH cao trong khoang thoi gian
dinh trude. Budce bat hoat c6 thé dugc thuc hién trong qua trinh tinh ché, tdt hon néu
budc nay dugc thuc hién trong giai doan séc ky, va t5t hon nita néu budc nay dugc

thyc hién & gitta bude sdc ky tuong tac ky nudc va bude sic ky trao doi cation.

Sau khi két thuc cac budc sic ky, phan doan c6 hoat tinh thu dugc c6 thé dugc
c¢d va loc dé thu duoc hop chét iduronat-2-sulfataza c6 thé dugc st dung lam hoat

chat thudc theo sang ché.

Iduronat-2-sulfataza thu dugc nay c6 thé dugc tron véi chit mang dugc dung

va bao ché thanh dang thubc thich hop.

Iduronat-2-sulfataza dugc bao ché bang phuong phap theo sang ché c6 uu
diém vuot trdi hon so véi iduronat-2-sulfataza thong thuong & chd, 1) cé hiéu qua
diéu tri cao hon do chtra ham lugng formylglyxin cao hon, 2) kha nang phin hiy

glycosaminoglycan tich tu trong lysosom cao hon, 3) khong chita huyét thanh dong
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vat nén an toan hon, va 4) d¢ an toan va hi€u qué di€u tri cao hon do d¢ tinh khiét

ctia iduronat-2-sulfataza theo sang ché bang 99,99% hoic cao hon.

Iduronat-2-sulfataza tai t6 hop theo sang ché va duoc phdm chira né cé hiéu
qua diéu tri vuot trdi va an toan hon so véi Elaprase, do d6 dugce st dung hiéu qua dé

diéu tri hoi chiing Hunter.
Vi du thwe hién sing ché

Sang ché dugc mé ta chi tiét hon thong qua cac vi du sau ddy véi muc dich

chi nhim minh hoa ma khéng gi6i han pham vi cita sing ché.
Vidul
Quy trinh bao ché iduronat-2-sulfataza theo sang ché
1-1 Quy trinh thu nhan ngudn gen

Phan 14p céc té bao mau don nhan thudc ving ngoai vi tir mau ngudi theo quy
trinh nhu dugc moé td trong tai li€u: S. Beckebaum et al., Immunology, 2003,
109:487-495. Chiét ARN tdng s tir cic t& bio mau don nhan nay theo quy trinh nhu
dugc mo6 ta trong tai li€u: M. J. Holland et al., Clin. Exp. Immunol., 1996, 105:429-
435. Pé thiét ké duoc thu vién ADN bd sung tir ARN tdng s6 thu duge, soi ADN bd
sung mach don dugc tdng hop bang cach st dung mdi oligo-(dT) va kit tong hop
ADN mach don (Boehringer mannheim). Trudc hét, bd sung nuéc cat di duge xtr Iy
bang DEPC vao dng eppendorf chira 1pg ARN néu trén cho dén khi thé tich cubi
cling bang 12,5uL. Sau d6, b6 sung 1pL chira 20pmol mdi oligo(dT) vao dng nay,
tiép theo 0 & nhiét d§ 70°C trong 2 phut va lam lanh. Bb sung 4pL. dung dich dém
phan tng, 1uL dNTP, 1pL chit (rc ché RNaza, va 1pL enzym phién mi ngugc da
dugc gia nhiét & nhiét 46 42°C trong mot gid vao hdn hop phan tng thu dugc dé
téng hop sgi ADN bé sung mach don. Thuc hién phan tng PCR trén khuén ADN bd
sung mach don nay va cic mdi c6 trinh tir tir SEQ ID NO.2 dén SEQ ID NO.4 dé
khuéch dai gen ma hoa iduronat sulfataza ctia ngudi. Trong truong hop ndy, méi mdi
duoc thiét ké dé chtra trinh tu nhan dién enzym gidi han dé sir dung trong qua trinh

tach dong gen.
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1-2 Thiét ké vecto biéu hién
A. Thiét ké vecto pJK-dhfr-IDS-S1

Trinh ty tin hiéu chudi nhe ctia khang thé thu dugc tir ving chudi nhe cia IgG
& nguoi (d6ng vai tro 13 doan khong mang mi di truyén) dugce chén vao ddu 5’ cua
gen m3 héa iduronat sulfataza thu dugc theo phan Vi du 1-1 tru6c khi thuc hién phan
ttng PCR. Sau d6, san phdm PCR dugc chay dién di trén gel, gen mi hoéa iduronat
sulfataza clia ngudi duge phan 1ap bang cach sir dung kit chiét tich gel. Phan cét gen
mad hoéa iduronat sulfataza dd dugc phén 1ap va vecto pJK-dhfr-Or2 (Aprogen) bang
EcoRV vaApal va cho gin v6i nhau & nhiét d6 16°C trong 20 gid. Sau d6, bién nap
vecto tai to hop da thiét ké duoc nay vao E. coli (DH5a); ciy chuyén lén dia LB
chtra 50pug/mL ampixilin va i qua dém. Chon céc khuédn lac sinh trudng trén cac dia

LB ndy va nudi cdy dé phan 1ap dugc vecto plasmid pJK-dhfr-IDS-S1 (Fig.1).

B. Thiét ké plasmit t4i t6 hop biéu hién gen ma héa iduronat-2-sulfataza cia

nguoi

Pé thay thé doan khong mang méi di truyén cua plasmid pJK-dhfr-IDS-S1 néu
trén bang trinh tu tin hiéu, iduronat-2-sulfataza tai to hop cta nguoi duge tach dong
cip hai vao vecto pJK-dhfr-or2. Cubi cung, phan cit vecto pJK-dhfr-IDS-S1 thu
dugc bing EcoRV va Apal dé thu dugce doan gen ma hoa iduronat sulfataza (1233
bp), sau d6 chén doan gen ndy vao vecto pJK-dhfr-Or2 d3 duge xir 1y trude bang cac
enzym gi6i han tuong ty dé thu dugc vecto pJK-dhfr-IDS-S2. P chén doan khoéng
mang ma di truyén va trinh tu tin hiéu vao dau 5’ cua vecto nay, mdi xudi IDS N1
(SEQ ID NO: 5) va mdi nguoc (SEQ ID NO: 7) dugc st dung cho phan ung PCR
v6i khuon 1a vecto pJK-dhfr-IDS-S1. Sau khi duogc bién tinh & nhiét do 94°C trong 5
phut, thyc hién phan tmg PCR theo 30 chu ky & nhiét d6 94°C trong 1 phut, & nhiét
do 55°C trong 30 gidy va & nhiét d6 72°C trong 40 gidy va cubi cing khuéch dai &
nhiét d¢ 72°C trong 10 phut.

Qua4 trinh khuéch dai PCR di thu dwgc doan gen m3 héa iduronat-2-sulfataza
c6 kich thuéc bang 448 bp. Doan gen nay dugc st dung 1am khuén dé thyc hién tiép
phan tng PCR véi mbi xudi IDS N2 (SEQ ID NO: 6) va mdi ngugc IDS 4 (SEQ ID
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NO: 7) dugc sir dung theo cing diéu kién duoc mé ta néu trén. Két qua thu duoc

doan ADN c6 kich thudc bang 476bp.

Sau d6, phan cat riéng vecto pJK-dhfr-IDS-S2 va doan gen mi héa iduronat
sulfataza tai t& hop ctia ngudi (476bp) nay bing EcoRV. Phan tich riéng céc doan
cit béng cach dién di trén gel dé thu dugc vecto pJK-dhfr-IDS-S2 va doan gen ma
héa oduronat-2-sulfataza c6 kich thudc bang 476bp nay. Gén Vecto pJK-dhfr-IDS-S2
va doan gen nay ¢ nhiét do 16°C trong 12 gi¢ vo6i su c6 mit cua T4 ADN ligaza dé

thu dugc plasmid pJK-dhfr-Or2-IDS. Céc quy trinh ndy dugc thé hién trén Fig.2.

Pé kiém chung sy hinh thanh cua plasmid biéu hién iduronat-2-sulfataza néu
trén, bién nap vecto pJK-dhfr-Or2-IDS vio DH5a va nudi ciy trong 24 gid trén dia
LB chtta 50pug/mL ampixilin. Sau d6, thu 1y cic khudn lac hinh thanh, phan lap
plasmid va phén cit d& xac dinh kich thu6c ctia doan gen mi héa iduronat-2-
sulfataza d3 dugc chén. Tiép theo, thuc hién qué trinh giai trinh tu bazo nucleotit
bang cach st dung mdi T7 (SEQ ID NO: 8).

1-3 Phén lap dong té bao bidu hién iduronat-2-sulfataza tai t& hop cia ngudi
A. Bién nap vao té bao CHO-DG44

Té bao CHO-DG44 dugc st dung lam vat chu dé biéu hién iduronat-2-
sulfataza ctia sang ché. Té bao tring chudt ddng Trung Qudc CHO-DG44 mang dot
bién loai bo kép dé biéu hién gen dhfi- ndi sinh ma héa enzym dihydrofolat reductaza
(DHFR- dihydrofolate reductase). Enzym DHFR tham gia vao qua trinh bién dbi
folat thanh tetrahydrofolat (FH4) thong qua dihydrofolat (FH2), trong d6
tetrahydrofolat tham gia vio qua trinh téng hop cic axit nucleic méi. Mirc d6 biéu
hién ctia gen dhfr trong té bao phu thudc vao ham lrgng metotrexat (MTX). MTX c6
cAu tric tuong tu nhu co chét axit folic cia DHFR, MTX canh tranh véi axit folic dé
lien két vai dihydrofolat reductaza, dan dén 1am mAt hoat tinh cta hiu hét
dihydrofolat reductaza khi ¢6 mit MTX. Do d6, néu cac té bao khong khuéch dai du
lugng gen dhfi, chiing s& chét do khong thé tdng hop dugc céc axit nucleic can thiét
cho qua trinh sinh truéng té bao. Nguoc lai, néu té bao khuéch dai du lwong gen dhfr,

té bao c6 thé séng dugc & didu kién ham lugng MTX cao do chira twong tdi nhiéu
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gen dhfy. Phuong phap nay c6 thé dugc ap dung cho té bao dong véat dé lwa chon
dong té bao di duoc bién nap c6 thé khuéch dai gen dhfr va tao ra gen ciu tric theo

mong mudn.

Cubi cling, chén gen dhft viao vecto pJK-dhfr-Or2-IDS biéu hién iduronat-2-
sulfataza néu trén lam gen chi thi c6 kha nidng khuéch dai, va thuc hién qua trinh

khuéch dai gen bang cach str dung MTX va gen dhfi nay.

Tao hdn dich dong té bao DG44 (do Dr. Chaisin, Columbia University phan
l4p) trong 10mL DMEM/F12 (di dugc bd sung cac nucleotit va nucleosit, va 10%
huyét thanh bao thai bo (FBS- fetal bovine serum) va ly tdm & téc dd 1000 Vbng/phﬁt
trong 5 phat dé thu iy cac té bao. Ciy chuyén cac té bao nay vio binh T-175 chira
50 mL moéi trudng nudi céy va i ¢ nhiét do 37+1°C trong tu chira 5£1% CO,. Mot
ngay trudc khi bién nap, moi truong nudi céy duogc loai bd va cac té bao thu duge
dugc rira hai 14n bang PBS va tach ra bang trypsin. Sau d6, cac té bao nay dugc cly
& mat do bang 5 x 10° té bao trong binh T-25 va nudi cdy & nhiét d6 37+1°C trong 24
gio trong ti chira 5£1% CO,. Kiém tra sy 1y nhidm cta vi khudn hodc ndm bing
kinh hién vi quang hoc, sau d6 thuc hién phan tng PCR-ELISA dé kiém tra xem té
bao c6 bi 14y nhiém mycoplasma hay khong.

Bién nap vecto pJK-dhfr-Or2-IDS biéu hién iduronat sulfataza dugc thiét ké &
Vi du 1-2 vao té bao DG-44 khéng chtra mam bénh néu trén béng cach s dung kit
Lipofectamin.Cu thé, pha loing riéng 5pg vecto biéu hién nay va 50uL Lipofectamin
bang 800pL méi trudng Opti-MEM 1, va tron tir tir dé tranh tao bot, va d& & nhiét do
phong trong 15 phit. Pong thoi, rira cac té bao DG44 néu trén mét 1an bing PBS vo
tring va ba 1an bang méi truong Opti-MEM 1. Tiép theo, bd sung hdn hgp AND
lipofectamin néu trén vao té bio DG44 nay va sau d6 bd sung 6,4mL mdi trudng
Opti-MEM truéc khi ¢ & nhiét do 37+1°C trong 5 gio trong ti chira 5+£1%CO,. Hon
hop nay dugc 1 thém 48 gid trong méi trudng c6 bd sung 8 mL DMEM/F12 va 1,6

mL FBS dé thuc ddy su phuc hdi cia mang té bio va sy phat trién cua cac t& bao.
B. Phan 1ap dong té bao khang geneticin (G418)

Phén tach céc té bao dd duoc nudi cdy néu trén bang trypsin 0,25%, dém va
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cdy & mat do bang 5x10° t& bao/giéng trong dia 96 giéng chira 100puL moi trudng
MEM-alpha (c6 bd sung 10% FBS di dugc thim tach va 550pug/mL G418) trén mdi
giéng. Ngay tiép theo, bd sung mdi trudng tuong tw véi luong 100pL/giéng va nudi
cdy céc té bao nay tir 2 dén 3 tudn dé tao thanh khudn lac. Khi cc t& bao phat trién
dat 50% hop dong, s& thay thé méi trudng nudi ciy bing moi trudng mdéi. Sau khi

luu gift trong 3 ngay, thu 1y méi trudng nudi cdy dé phan tich enzym.

Thay mai truong nudi ciy bang 200pL méi truong méi lién tuc trong ba ngay.
Sau khi nuéi ciy tir 3 dén 4 ngdy, céc té bao khong duge bién nap, tirc 13 cac té bao
khong c6 kha nang khang geneticin, bat dau tach ra tir day dia 96 giéng theo quan sat
bang kinh hién vi quang hoc. Nudi cdy khuén lac d3 duoc chon dong thoi cAy chuyén
lién tiép theo thtr tu tir dia 96 giéng sang dia 24 giéng, dia 6 giéng va dia c6 duong
kinh 100mm. Khi cac té bao phat trién dat 80~90% hop dong trén dia c6 dudng kinh
100mm nay, mirc d9 biéu hién dugc danh gia 14n nira. Phan tach cac té bao ndy bang
trypsin 0,25%, dém, cdy trai 1én dia 6 giéng & mat do biang 5x10° t& bao/giéng/3 mL,
nudi cdy trong 3 ngay va dém. Muc do biéu hién protein dugc phan tich dinh luong.

Theo két qua phan tich, d3 phén l4p dugc 15 khudn lac.
C. Phan 1ap dong té bio c6 kha ning biéu hién iduronat-2-sulfataza manh

Nubi cdy 15 khudn lac d3 dwgc chon trén méi trudng chira MTX véi ndng do

cao dé chon céc dong té bao chua iduronat-2-sulfataza da dugc khuéch dai.

Céy chuyén cac t& bao khudn lac ndy vao 10 mL moi trudong chita MTX véi
ndng d¢ ting din & mat do bang 1x10° té bao/dia duong kinh 100mm va nudi cdy dé
dat 80~90% hop dong. Cy chuyén mét phin mudi thé tich mai trudng nudi ciy té
bao mét 14n nita 1én dia c6 duong kinh 10mm chira 10mL méi trudng nudi ciy mai.
Qua trinh nudi ciy cip hai nay duogc 1ip lai hai 14n. Cac té bao dugc trai qua it nhét
ba lan cdy chuyén dé dap tng duoc véi ndéng d6 MTX ting din. Ndng d6 MTX da
ting tir SnM trong cac khuén lac dd dugc chon dén 20nM sau khi thuc hién phan tich
trong ba ngay diu. O mdi budc, nudi cdy céc khuén lac di d4p tng v6i ndng do
MTX ting trong 3 ngay dé xac dinh téc do ting truéng cua té bao. Mirc d6 bidu hién
iduronat-2-sulfataza dugc dinh lugng dé chon céc dong té bao c6 su khuéch dai gen

m3 héa iduronat sulfataza, tic 13 cac dong té bao trong d6 iduronat-2-sulfataza tai tb
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h(,)'p duogc biéu hién manh. Trong sb cac dong té bao da duoc chon, N4 dugc str dung

cho cac thir nghiém tiép theo do dong té bio nay c6 muc do biéu hién manh nhit.
D. Phan 1ap dong té bao don 1é NI4 bang phuong phép pha loing t6i han

Do dong té bao NI4 c6 thé 13n v6i cac dong té bao khéac, nén dong té bao nay
da dugc phan tach riéng thanh dong t& bao don 1é. Cac khuin lac NI4 séng qua dugc
trong mdi trudng chira 20nM MTX dugc tich dong cdp hai biang phuong phap pha

loang t&i han d€ chon dugc dong té bao mong mudn.

Truéec tién, céy_ chuyén cac khuan lac NI4 & mat d6 bang 0,5 té bao/giéng vao
mdi trudng IMDM (Gibco BRL, Cat#12200) trén cac dia 96 giéng va cir sau ba ngay
lai thay thé bang moi truong IMDM méi. Vao ngly thir ba, quan sat cac dia nudi cly
bing kinh hién vi quang hoc dé loai bd cac giéng c6 hai hodc nhidu khudn lac hinh
thanh. Céc giéng chi c6 mét khuén lac hinh thanh dwoc chon riéng va tiép tuc nudi
ciy. Sau khi nudi cdy trong 15 ngay, cac té bao duoc cdy chuyén cAp hai 1én céc dia
96 giéng va khi cac té bao phat trién dat 90% hop dong, mdi truomg nudi cdy duogc

thay mai.

Téng cong c6 263 dong té bao don 16 phanlap duoc tir dong té bao NI4. Trong
sb cac dong té bao, dong S46 c6 hoat tinh iduronat-2-sulfataza manh nhét va dugc
dat tén 1a NI14-S46.

1-4 Nudi cdy dong té bao NI4-S46
A. Nubi cdy trong binh lic

Nudi cdy dong té bao NI4-S46 trén quy mod 16n dé& san xuit iduronat-2-
sulfataza theo sang ché. CAy chuyén dong té bao NI4-S46 1én méi truong EX-cell
302 khong chira huyét thanh (chira glutamin, dextran sulfat, va pluronic F-68) trong
cac binh nubi cdy dung tich 125 mL va nudi cdy & nhiét d6 37+1°C trong td chira
5+1%CO,. Tiép theo, cAy chuyén cac té bao niy & ty 18 1:5~1:8 hai dén ba ngay mot
1an bang cach st dung cé4c binh lic. Khi ciy chuyén, thé tich nu6i cdy da tang tir tir
dén xép xi 2.400 mL. Trong nhiéu binh lic, nuoi céy cac té bao dén mat do du dé c6

thé cdy chuyén sang thung 1én men.
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B. Nudi cy trong thiing 1én men dung tich30L (thé tich 1am viéc bing 20L)

Khi mét do té bao trong cac binh lic dat 1,3x10° té bao/mL, ciy chuyén cac té
bao nay vao thung lén men dung tich 30L. Piéu kién nudi ciy duoc thiét 1ap véi ham
lugng oxy hoa tan bing 10% hoic cao hon, nhiét do nudi ciy bing 37+1°C va do pH
bang 7,0+0,2. Néu cin, cdc miu té bao duoc Jdy ra va quan sat dudi kinh hién vi
quang hoc. Té bao nudi ciy dugc danh gia vé cac chi tiéu sb luong, kha ning sbéng
sot, do pH, ndng d6 glucoza va glutamin. Trén co s& két qua phan tich, khi xac dinh
dugc té bao dd phat trién dén sd luong thich hop, cy chuyén céc té bao nay sang

thung 1én men dung tich 150L.

C. Nubi cdy trong thung 1én men dung tich 150L (thé tich 1am viéc bing
100L)

Khi mat d6 té bao trong thung 1én men dung tich 30L dat 0,9 x10° té bao/mL
hodc cao hon, cdy chuyén cac té bao nay vio thung 1én men dung tich 150L. Didu
kién nudi cdy duoc thiét 14p v6i ham luong oxy hoa tan bing 10% hodc cao hon,
nhiét d§ nudi cdy bang 37+1°C va do pH bing 7,0+0,2. Néu cin, cac miu té bao
duoc 14y ra va quan sat du6i kinh hién vi quang hoc. Té bio nudi cdy duoc danh gia
vé cac chi tiéu sb luong, kha ning sbéng s6t, d6 pH, ndng do glucoza va glutamin.
Trén co s& két qua phan tich, khi xac dinh dugc té bao da phat trién dén s6 lugng

thich hop, cdy chuyén céc té bao niy sang thung 1én men dung tich 650L.

D. Nubi cdy trong thing 1én men dung tich 650L (thé tich 1am viéc bang
500L)

Khi mat do té bao trong thiing 1én men dung tich 150L dat 0,9 x10° t& bao/mL
hodc cao hon, cdy chuyén cac té bao nay vio thung 1én men dung tich 650L. Diéu
kién nubi céy dugc thiét lap véi ham lugng oxy hoa tan béng 10% hodc cao hon,
nhiét d6 nudi cdy bang 37+1°C va d6 pH bang 6,9+0,2 trong ba ngdy va sau dé thiét
lap diéu kién nudi céy 6 nhiét do b?lng 32+1°C va do pH bé'lng 6,9+0,2. Néu cn, cac
miu té bao dugc 14y ra va quan sat dudi kinh hién vi quang hoc. Té bao nubi cly
dugc danh gia vé cac chi tiéu s6 luong, kha ning séng sét, 6 pH, ndéng d6 glucoza

va glutamin. Trén co sé két qua phan tich, ndng d6 glucoza va glutamin duge diéu
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chinh dé té bao tiép tuc phat trién. Trong qua trinh len men, bd sung thém chit thuy

phén dé ting cudng qué trinh bién ddi thanh formylglyxin.
1-5 Tinh ché iduronat-2-sulfataza

Phan 14p iduronat-2-sulfataza tir moi trudong nudi cay t€ bao & budc néu trén

bang cach st dung bon budc sac ky sau:
A. Thu va loc mdi truong nudi cay

Khi kha ning sdng sét ciia t& bao song dat dugc tir 80% dén 85% trong 10
ngay sau khi cdy chuyén sang thing 1én men dung tich 650L, thi ngimg qua trinh
nudi cdy. Thu ldy cac t& bao tir canh truong 1én men bang cach st dung cac hé théng
loc Millipore POD va DOHC (Millipore) & 4p suét bang 0,9 bar hodc thip hon. Sau
khi cac té bao dd dugc loc ra, loc phan dich ndi qua thiét b loc thé (Millipore, 0,5 +
0,2pum) va mang loc 0,45+0,2um va nap vao tii nhwa vinyl vé tring ding mét lan.

Bé4o quan dich loc nuéi cfiy thu dugc & nhiét dd nim trong khoang tir 2 dén 8°C.
B. C6 va loc c6 pha loang

C6 dich loc thu dugc & budc A dén ndng dd gip 10 14n ndng d6 ban diu bang
cach sir dung hé théng siéu loc (Tangential Flow Filtration Membrane System). Rira
mang loc (cutoff: 30K, Pall) dugc dit bén trong hé thdng siéu loc bang nudc cit pha
tiém & tbc do dong niam trong khoang tir 20L/phut dén 25L/phit va sau d6 1am cin
bang bang dung dich dém (c6 d6 pH nim trong khoang tir 7 dén 8) chira 20mM natri
phosphat (natri dihydro phosphat monohydrat va natri hydro phosphat heptahydrat).
Sau khi can bang, dich loc dugc nap qua mang loc dong thoi thu 14y cac phan doan
khéng qua dugc mang loc. Khi thé tich thu hdi bang khoang 1/10 thé tich dich loc
ban diu, dimg qua trinh c¢6. Dung dich dém tiép tuc duogc bd dung véi thé tich gip ba
dén bén 14n thé tich cua dich c6. Néu d6 din dién va do6 pH cua dich c¢b dat tiéu
chuén, thi dirng qué trinh pha lodng (d6 din dién tiéu chuin: <5,0 mS/cm, pH tiéu

chuén: ndm trong khoang tir 7,0 dén 8,0).
C. Buéc sic ky trao d6i anion

Pé loai cac chit mau va tap chét ra khéi dich ¢ thu dugc & bude B, thuc hién
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sic ky trao doi anion trén c6t GE Healthcare chira nhua Q Sepharose (GE
Healthcare). Lam cAn bang cot ndy bang dung dich dém (pH nim trong khoang tir
7,0 dén 8,0) chita 20mM natri phosphat (natri dihydro phosphat monohydrat va natri
hydro phosphat heptahydrat). Loc dich cd thu dugc & budc B qua mang loc 0,45+0,2
pm (Sartorius) va bom vao ¢t dd dugc 1am cin biang néu trén & téc do dong nim
trong khoang tir 100cm/gir dén 120cm/gid. Sau khi qua trinh bom méu két thic, rira
so bd ¢t nay biang dung dich dém cn bang, sau d6 rira bang dung dich dém ria (pH
nim trong khoang tir 5,5 d&én 7,5) chua natri clorua. Sau dé, rira giai protein mong
mudn bang dung dich dém rira giai (pH nam trong khoang tir 5,5 dén 7,5) chira natri

clorua.
D. Budc sic ky twong tac ky nuéc

Dé loai cac chit mau va tap chit con sét lai sau khi thue hién budce sic ky trao
ddi anion, thuc hién sic ky tuwong tac ky nudc trén cdt GE Healthcare chira nhya Q
Sepharose (GE Healthcare). Lam can bing c6t nay bang dung dich dém (pH nim
trong khoang tur 5,0 dén 7,0) chira natri clorua. Loc dich rira giai thu dugc & bude C
qua mang loc 0,45+0,2pum (Sartorius) va bom vao cot di dugce 1am cin bang néu trén
& toc d6 dong nim trong khoang tir 70cm/gid dén 100cm/gior. Sau khi qué trinh bom
mau két thic, rira cot nay bang dung dich dém cin biang. Sau d6, rira giai protein
mong mubn bang dung dich dém rira giai (pH ndm trong khoang tir 5,0 dén 7,0) chira

glyxerol.
E. Budc bat hoat virut & didu kién pH thap

Lam b4t hoat cac virut c6 nguén tdc tir t& bao vat cha hoic nguyén liéu bét ky
dugc st dung trong cic quy trinh néu trén & diéu kién pH thip. Cu thé, luu giir dich
rira giai thu duoc & bude D trong hai gio & d6 pH nim trong khoang tir 3,0 dén 4,0,
trong d6 d6 axit di duoc diéu chinh bang axit axetic 25%. Sau d6, diéu chinh d6 pH
cta dich rira giai dén tir 4,0 dén 5,0 bang cach st dung natri hydroxit 0,5M dé st
dung cho buéc tiép theo. Qua trinh bét hoat virut & diéu kién pH thép duoc thuc hién
& nhiét d6 12+2°C.

F. Buéc sdc ky trao doi cation
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Iduronat-2-sulfataza 13 glycoprotein chira cac oligosacarit, va t6n tai dudi dang
cht dong phan c6 diém déng dién khac nhau phu thudc vao ham luong axit sialic &
dAu tan ciing ctia chudi glycan. Do cac oligosacarit tich dién 4m, nén axit sialic c6 mirc
do gfm két khac nhau v&i nhua trao ddi cation phu thudc vao ham lugng cuia axit sialic.
Dua vao su khac biét nay, budc sic ky trao ddi cation duoc thuc hién dé thu duogc
- iduronat-2-sulfataza c6 hoat tinh manh (chita ham lugng formylglyxin cao) véi ham

lugng axit sialic cao va dé loai bo cac tap chét khac (Tap chét clia san phdm (iduronat-

‘2-sulfataza két tu, iduronat-2-sulfataza d3 xt 1y), tap chét quy trinh (protein cia té bao
vét chi)). Cu thé, 1am can bing cot chira nhua trao dbi cation Capto™ MMC (GE
Healthcare) bang dung dich dém c6 bd sung glyxerol (pH nim trong khoang tir 4 dén
5). Loc dich rira giai da duogc bat hoat virut thu dwoc & buéc E qua mang loc
0,45+0,2um (Sartorius) va bom vao cdt di dugc 1am cin bang néu trén & tbc d6 dong
nam trong khoang tir 100cm/gid dén 120cm/giv. Sau d6, rira cot niy bing dung dich
dém can bang, tiép theo rira gi4i bing dung dich dém c6 bd sung glyxerol (pH nam
trong khoang tir 4,0 dén 6,0) dé thu duoc iduronat-2-sulfataza c6 ham lwong axit sialic
cao (diém ding dién bing 3,5 hodc thip hon), hoat tinh manh (ham luong
formylglycin: 80£15%) va d6 tinh khiét cao (SE-HPLC, 98% hoic cao hon).

G. Buéc sac ky ai uc

Thuc hién budc sic ky 4i luc (Blue Sepharose, GE Healthcare) dé loai bo
glyxerol dugc st dung & bude sic ky trao doi cation va giam thé tich cta dich ria giai.
Loc dich rra gidi thu dugc & buée F qua mang loc 0,45+0,2um (Sartorius) va bom vao
cOt chira nhua Blue Sepharose (GE Healthcare) & tbc @6 dong nim trong khoang tir
100cm/gio dén 120cm/gi¢ da dugc lam can bang trudc bing dung dich dém c6 bd
sung glyxerol (pH nam trong khoang tir 4,5 dén 5,5). Sau khi qué trinh bom mau két
thiic, rira ¢t ndy bang dung dich dém (pH nim trong khoang tir 4,5 dén 5,5) va rira
protein mong mudn bang dung dich dém (pH nam trong khoang tir 6,0 dén 8,0).

H. C6 va thay dung dich dém

Hé théng siéu loc (Tangential Flow Filtration Membrane System) dugc st
dung dé didu chinh ndng d6 protein cia dich rira giai thu dwoc & bude G va thay

- dung dich dém cua protein d4 tinh ché bang dung dich dém c6ng thirc. Rira mang loc
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(cutoff: 10K, Pall) dugc dit bén trong hé théng siéu loc bang nude cét pha tiém & tdc
d6 dong nam trong khoang tir 450mL/phut dén 650mL/phut, sau d6 lam can bing
bang dung dich dém céng thirc (chira 2,25g/L natri dihydro phosphat monohydrat,
0,99g/L natri hydro phosphat heptahydrat, 8g/L natri clorua, d6 pH nim trong
khoang tir 6,0 dén 7,0) ma khéng chtra polysorbat 20, tiép theo c6 dé thu duogc
protein mong mudn. Tiép theo, thay dung dich dém cong thirc véi thé tich gép tir ba
dén bdn 1an thé tich caa dich ¢6 thu duge. Néu d6 din dién va do pH cua dich cd dat
tiéu chudn, thi dimg qua trinh pha loing (d6 din dién tiéu chuin: 15,0+3,0 mS/cm,
pH tiéu chuan nim trong khoang tir 6,0 dén 7,0). Piéu chinh ndng d6 cia dich ¢b thu
duoc dén 4,0 + 0,5mg/mL.

I. Budc loc nano

Thuc hién bude loc nano dé loai bé cac virut ¢ ngué)n géc tir té bao vat cha
hodic nguyén liéu bat ky bang cach sit dung hé théng loc nano (NFP, Millipore). Thuc
hién viéc kiém tra tinh nguyén ven ctia hé thdng loc sau khi rira hé théng nay bing
nuéc cit pha tiém. Khi qué trinh kiém tra két thuc, 1am can bang hé théng loc nano
bang 1L dung dich dém cdng thtc (chira 2,25g/L natri dihydro phosphat monohydrat,
0,99g/L natri hydro phosphat, 8g/L natri clorua, d6 pH 6,0~7,0) khéng chira polysorbat
20. Sau khi cén béng, nap dich ¢6 thu dugc & budc H vao hé théng loc & ap suét
khoang 2 bar dé thu dugc dich loc nano. Sau khi qua trinh loc két thic, rira hé théng
loc béng dung dich dém cong thire (dich loc sau rra). Sau khi tron dich loc nano véi

dich loc sau ria, dinh lugng n6ng do protein.
J. Tinh ché hop chit iduronat-2-sulfataza

Diéu chinh néng dd protein cia dich loc thu duge & budce I béng dung dich
dém cong thirc khong chira polysorbat 20. Sau khi b6 sung polysorbat, loc dung dich
thu duoc qua mang loc 0,2pum dé thu duoc hoat chit iduronat-2-sulfataza mong
mudn. Hoat chét iduronat-2-sulfataza nay duoc chia nhé va bao quan & ti lanh siu (-

70:£10°C) dé st dung trong cac budc tiép theo.
K. Bao ché dugc pham theo sang ché (bao ché, dan nhén, va déng go6i)

Nguyén li¢u luu trit trong ti lanh séu dugce rd dong trong khay nudc & nhiét do
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28+1°C va pha lodng t6i ndng do protein bang 2,05+0,2mg/mL bing dung dich dém
cong thuc (chira 2,25g/L natri dihydro phosphat monohydrat, 0,99 g/L natri hydro
phosphat heptahydrat, 8g/L natri clorua, 0,23g/L polysorbat 20, d6 pH nim trong
khoang tir 6,0 dén 7,0). Sau d6, loc dich pha lodng niy qua mang loc 0,2 pm dé thu
dugc dung dich ban thanh phim sau cing. Nap dung dich ban thanh phim nay vao lo
dung tich 6 mL véi trong luong x4p xi 3,3 g bang cach st dung thiét bi nap tu dong.
Khi dat tiéu chudn kiém nghiém, cac lo ndy s& dugc dong goi dé san xuét dugc phdm

theo sang ché.

Quy trinh tir nudi cdy dong té bao dén thu duoc duoc phim sau cing dugc thé

hién trén Fig.3.
Vidusosanh 1
Ché phim Elaprase®

Iduronat-2-sulfataza tai td hop Elaprase® c6 ban trén thi trudong dugc st dung

lam vi du so sanh.
Vi du thtr nghiém 1

Phén tich cdu triic va déc diém khac biét cua iduronat-2-sulfataza theo sang

7
A

ché
1-1 Giai trinh tu axit amin

Phan tach iduronat-2-sulfataza di dugc khir glycosyl hoa bing phuong phap
SDS-PAGE, sau d6 bang phuong phép tach gel. Tiép theo, phén tich cac doan cit thu
dugc sau khi xir 1y bang cac endoprotenaza khac nhau (trypsin, chymotrypsin, AspN,
chymotrypsin/trypsin, AspN/trypsin, GluC va GluC/trypsin) bang cach st dung hé
théng MALDI-MS/MS va LC-ESI-MS/MS (Fig. 5). Két qua, tdng s§ 525 trinh tu
axit amin dugc xac dinh. C4c trinh ty axit amin ndy giéng véi trinh ty 1y thuyét cua

iduronat-2-sulfataza cua ngudi (Fig. 6).
1-2 Phan tich lién két disulfua

Trong polypeptit, disulfua 13 lién két déng héa tri thuong duoc tao ra bing
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cach ghép cip hai nhém SH ctia céc gdc xystein, dong vai trd quan trong trong viée
1am 6n dinh cu tric bac cao cua cc protein. V& mit 1y thuyét, 525 axit amin cla
iduronat-2-sulfataza chira sdu goc xystein, bdn trong s cic gbc nay tao thanh lién
két disulfua. Trong vi du ndy, vi tri ciia cdc gbc xystein tham gia vao qué trinh tao
lién két disulfua ciia iduronat-2-sulfataza da dwgce xac dinh. Truée tién, iduronat-2-
sulfataza dugc khir glycosyl héa bing cach xir 1y v6i PNGaza F dé loai bé su can tr&
vé mat khong gian cua cac gbc duong. P& ngin cac gbe xystein khoéng tham gia vao
qua trinh tao lién két disulfua do cac gdc nay dong vai trd 12 yéu td gy can tré vé
mit khong gian, 4-vinylpyridin duoc sir dung dé bién d6i iduronat-2-sulfataza thanh
dang khong khir dé ngin cho cic nhém SH cua céc gbe xytein nay khong tao ra céc
lién két S-S ngau nhién. Trong khi d6, c4c lién két disulfua dwoc phan cit bing DTT,
sau d6 phong bé bang 4-vinylpyridin dé thu dugc dang kh. Trypsin va AspN dugc
chon theo két qua ciia vi du thir nghiém 1-3, dugc sir dung cho dang iduronat-2-
sulfataza khtr va dang iduronat-2-sulfataza khong khir néu. Sau do, phén tach cac
doan peptit thu dugc bang phuong phap RP-HPLC. So sanh sic ky dd RP-HPLC cua
dang iduronat-2-sulfataza khir va dang iduronat-2-sulfataza khong khir dé phan biét
c4c pic duoc tim thdy & dang iduronat-2-sulfataza khong khtr, nhung khong tim thiy
duoc ¢ duronat-2-sulfataza khi (Fig. 7).

bé phéan tich chinh xac hon, lam giam kich thudc clia cac phan doan tai cac
pic phan biét bang cach xur 1y tiép v6i endoproteinaza, va cac pic chira lién két

disulfua dugc phan tich bang cach sit dung phuong phap MALDI-MS (Fig. 8).

Céc pic chira lién két disulfua dwoc giai trinh tw mot 14n nita bing cach sir
dung phuong phap MALDI-MS/MS (Fig.9) dé xac dinh vi tri cac gbc xystein tham
gia tao lién két disulfua trong s6 525 gbc axit amin ciia iduronat-2-sulfataza. Nhu
dugc thé hién trén Fig.10, cac lién két disulfua dugc tao ra & gitta cac gbc xytein
C146-C159 va C397-C407.

1-3 Phan tich ham lugng formylglyxin

Iduronat-2-sulfataza c6 kha nang phan hdy hai glycosaminoglycan - heparan
sulfat va dermatan sulfat. Hoat tinh phan hdy nay cia iduronat-2-sulfataza khong

duge thé hién cho téi khi gbc xystein & vi tri s6 59 trong trung tdm hoat dong
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(Cys59) chua dugc bién dbi thanh formylglyxin thong qua qua trinh dot bién sau
dich mi. Do d6, hoat tinh nay ctia iduronat-2-sulfataza da dugc phan tich bing cach
danh gia qué trinh dot bién sau dich ma Cys59 thanh formylglyxin. P& thuc hién
phan tich ndy, phwong phép dinh lrong tuyét d6i AQUA va phuong phap phan tich
dinh lurgng khéi phd MS duoc sir dung, trong d6 co chét tdng hop di duoc danh déu
ddng vi phong xa (peptit AQUA) dugc bd sung vao miu phén tich. Dé phén tich dinh
lugng formylglyxin & vi tri Cys59, pha lodng lién tiép peptit AQUA va bd sung vao
mau phan tich, sau d6 dung duong chuin. Ty 1¢ giita peptit chira formylglyxin va
peptit chita Cys59 dugc do bing phan tich LC-ESI-MS, va sir dung dudng chudn
AQUA @8 tinh toan ham luong formylglyxin.

Ty 1¢ bién d6i Cys59 thanh formylglyxin xac dinh dugc theo phan tich nay 1a
bang 80+15%. Do ty 1¢ bién d6i Cys50 thanh formylglyxin cta Elaprase (Elaprase
Science Discussion, EMEA, 2007; Genet Med 2006:8(8):465-473) chi bang khoang
50%, nén iduronat-2-sulfataza chira trong ché phém dé diéu tri hoi chiing Hunter
theo sang ché va dugc phém chira ché phém nay s€ co hoat luc diéu tri manh hon rét
nhiéu so v6i Elaprase.

1-4 Xac dinh kiéu glycosy hoa

Thir nghiém sau dugc thuc hién dé kiém chirng xem iduronat-2-sulfataza theo
sang ché co dugc glycosyl héa hay khong va x4c dinh kidu glycosyl hoa néu cé. Cu
thé, iduronat-2-sulfataza dugc xir 1y bang cic emzym glycosit hydrolaza khic nhau,
phan tach cac doan cit thu dugc bang phuong phap SDS-PAGE va phan tich do di
ddng cta cac doan cét nay.

Cu thé, phén cét cic miu iduronat-2-sulfataza bing hdn hop cia bdn glycosit

hydrolaza sau va phan tach bang phuong phap SDS-PAGE .

Bang 1: Dic tinh ciia cac enzym phén cét gbc dudng

___ Chirc nang/bdc tinh
- Phén cidt goc duong (N-glycan) khoi protein
PNGaza F - Asn & vi tri phan cit duoc bién dbi thanh Asp
- Phan cat gbc dudng (N-glycan) khdi protein
Endo H - Khong gidng nhu PNGaza F, Endo H phén ting v&i co chét 13 cac
oligosacarit chira nhiéu gbc manoza va & dang lai hoa
O-Glycosidaza - Phan cit gbc dudng (O-glycan) khoi protein
Sialidaza - Phén cit gbc axit sialic & dau tin cing ciia N-glycan hoic O-glycan
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Nhu duge thé hién trén Fig.11, khi phan cét iduronat-2-sulfataza theo sing
ché bang PNGaza F va Endo H, nhung khong phén cét bing O-Glycosidaza, d3 kiém
chiing dugc ring iduronat-2-sulfataza theo sang ché 1a protein dugc N-glycosyl hoa.
Ngoai ra, iduronat-2-sulfataza nay dugc phan cit hoan toan béi PNGaza F, nhung
kich thuéc ciia né giam khong déng ké so vai khi phan cht bang Endo H. PNGaza F
tdc dong tai cic vi tri glycosyl héa clia ca ba miu thtr nghiém, trai lai Endo H tac
dong tai cac vi tri glycosyl hda chira nhiéu géc manoza va & dang lai hoéa. Tém lai,
cac két qua thir nghiém cho thiy ring iduronat-2-sulfataza theo sang ché chia ba

kiéu glycosyl héa 12 cu triic glycosy héa chira nhidu gdc manoza va & dang lai hoa.
1-5 Phén tich ham lugng manoza-6-phosphat

Bing cach lién két v6i thu thé cia M6P trén té bao, manoza-6-phosphat gitp
cho iduronat-2-sulfataza dugc hip thu vio trong té bao va phan huy heparan sulfat
hodc dermatan sulfat trong lysosom. Trong vi du nay, iduronat-2-sulfataza theo sang
ché dugc thiy phan bing axit trifloaxetic va phan tich bing phuong phap HPAEC-
PAD (Bio-LC) dé dinh luong ham luong manoza-6-phosphat.

Thiy phan iduronat-2-sulfataza theo sang ché bang axit trifloaxetic 6,75M va
phan tich san phdm thiy phan bing phuong phap HPAEC-PAD (séc ky 16ng trao ddi
anion hiéu ning cao c¢6 by phén phat hién dang Pulsed Amperometric ). Ham lugng
MG6P d3 biét dugc phéan tich & cung diéu kién, va xac dinh dugc ty 1€ mol ctia M6P so
vé6i glycoprotein iduronat-2-sulfataza bang cach so sanh dién tich cua céc pic sic ky.
Phan thich dugc lip lai ba 1in. Sic ky dd ciia chit chuin M6P va thanh phin M6P
clia iduronat-2-sulfataza theo sang ché dugc thé hién trén Fig.12 va ty 1é mol cua

MG6P dugc thé hién trong Bang 2 dudi day.

Bang 2: Két qua phan tich ham luong manoza-6-phosphat

Mau phén tich M-6-P Ham luong Ham luong Ty 18
Thoi gian luu pmol/25pul pmol/25ul M-6-P/Protein
(phut) M-6-P Protein (mol/mol)

13 11,25 1320,59 428 3,09

14 11,23 1241,31 428 2,90

15 11,23 1245,83 428 2,91
Trung binh 11,24 1269.25 428 2,97
Sai s6 chuin 0,09% 3,51% 0,11

Nhu dugc thé hién trén Bang 2, ty 16 mol giita manoza-6-phosphat va
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iduronat-2-sulfataza theo sang ché x4p xi bang 3mol/mol. Tir két qua nay cho thiy
hop chét iduronat-2-sulfataza theo sang ché va dugc phdm chira né c6 kha ning phan

htly manh glycosaminoglycan tich tu trong lysosom.
1-6 Phan tich khéi luong phan ti

Khéi lugng phin t& cia iduronat-2-sulfataza di dugc glycosyl héa va -
iduronat-2-sulfataza di dugc khir glycosyl héa dugc xac dinh bang cach sir dung
phuong phip MALDI-TOF-MS. Xu ly iduronat-2-sulfataza da dugc glycosyl héa
bang PNGaza F dé thu dugc iduronat-2-sulfataza d3 dugc khi glycosyl hoéa. Thuc
hién phan tich MALDI-TOF-MS bing c4ch st dung phuwong phép do phd Voyager-
DE PRO (Applied Biosystems, USA) bang thiét bj khbi phd giai hip thu laze. Chudn
héa thiét bi nay bang albumin huyét thanh bo va IgG1l. Két qua phan tich dugc thé
hién trong Bang 3. ’

Bang 3: Két qua phén tich trong luong phan tir ciia iduronat-2-sulfataza bang

phuong phédp MALDI-TOF-MS

Iduronat-2-sulfataza da dugc glycosyl héa
m/z Pién tich () Khéi lugng protein (Da) Ghi chu
25646 3 76935
38708 2 77414
77360 1 77359
154533 1 77266 Dime
Trung binh 77244 + 210
Iduronat-2-sulfataza da dugc khit glycosyl héa
m/z Dién tich (z) Khéi luong protein (Da) Ghi chu
29767 2 59532 .
34655 PNGaza F
59313 1 59312
118706 1 59353 Pime
Trung binh 59399 + 120
Mau Trong lugng phan ti
Ly thuyét 59298 Da
Iduronat-Z-sulfataz’a da duoc 77244 + 210 Da
glycosyl héa
Iduronat-2-sulfataza fﬁ duoc khir 59399 + 120 Da
glycosyl héa

Nhu duge thé hién trén Bang 3, trong luong phan tir cla iduronat-2-sulfataza -
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da duogc glycosyl héa bing 77244 Da va trong luong phan tir cia iduronat-2-
sulfataza dd dugc khir glycosyl bang 59399 Da gin bing véi trong luong phan tu
tinh theo 1y thuyét (59298 Da).

1-7 Dinh lugng d6 tinh khiét cua iduronat-2-sulfataza ctia sang ché

Dinh lugng d6 tinh khiét ctia iduronat-2-sulfataza theo sang ché bing phuong
phap sic ky loai ¢. Sic ky loai ¢& 1a phuong phap trong d6 cac hop chét trong dung
dich dugc phan tach theo trong lugng phan tir tvong ddi va hinh dang cua ching.
Trong sic ky loai c&, protein c6 kich thuéc 16n hon kich thudc 15 cia cot khong thé
xAm nhap vao hé thdng 16 va di qua ¢t cing mét lic. Tiép theo, cac protein c6 kich
thuéc hodc trong lugng phan tir nho hon s& dugc rira giai sau. Dé thuc hién phuong
phap sic ky nay, hé thdng HPLC Alliance 2695 Waters, WI, USA) duoc trang bi
detector 2487 UV/VIS (Waters, WI, USA) dugc st dung. Cac protein dugc phat hién
& budc séng 214nm, va phén tich bang phin mém Empower 2. Bom céac protein cin
phan tich vao cot TSK G3000SWXL dugc két ndi véi cot bao vé TSK SWXL
(Tosoh, Japan). Sau khi dugc pha lodng téi ndng d6 bang 1,0mg/mL trong dung dich
dém cong thic, bom iduronat-2-sulfataza vao cot niy & thé tich bang 10uL. Dung
dich dém chira 20mM natri phosphat va 200mM NaCl, pH = 7,0 dugc sit dung lam
pha dong va cac chit phén tich dugc bom vao cot & tbe d6 dong bang 0,5 mL/phut

trong 60 phut.

Theo két qua phan tich dugc thé hién trén Fig.13, c4c monome iduronat-2-
sulfataza c6 thdi gian Iuu x4p xi bang 16,4 phit, va rira giai v6i d6 tinh khiét bang
100%.

1-8 Dinh lugng hoat tinh ctia iduronat-2-sulfataza ciia sang ché bang cach sir

dung co chit tong hop

Phén ung cta iduronat-2-sulfataza theo sang ché véi co chit tbng hop (4-
metylumbelliferyl-L-iduronit-2-sulfat Na, (MU-IdoA-2S) trong 4 gid da giai phéng
gbc sulfat (phan tng so cip). Sau phan tng so cip, bd sung LEBT (enzym lysosom
thu dugc tir tinh hoan bo), enzym nay s& phan tng enzyme thtr cip v6i co chét 4-

metylumbellifery-L-iduronit (chit phan mg con lai sau khi giai phéng gbc sulfat
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trong phan ung so cdp) dé phan tach gbc 4-metylumbelliferyl khéi gbc L-iduronit.
Do gbc 4-metylumbelliferyl con lai 13 chit c6 kha ning sinh huynh quang, nén hoat
tinh cta iduronat-2-sulfataza theo sang ché duoc danh gia bang cach do mat do
huynh quang ctia gbc 4-metylumbelliferyl nay (Ex.355nm/Em.460nm). Theo két qua
phan tich, iduronat-2-sulfataza theo sang ché cé hoat tinh riéng nam trong khoang tir
1955nmol/phit/ug dén 55nmol/phut/pug. Hoat tinh nay chi ra ring gbc formylglyxin
dd c6 mit & trung tAm hoat dong ctia iduronat-2-sulfataza theo sang ché do két qua

cua qua trinh dot bién sau dich ma goc xystein & vi tri s0 59 ciia iduronat-2-sulfataza.

1-9 Dinh lugng hoat tinh ctia iduronat-2-sulfataza ciia sang ché bang cach st

dung co chit tu nhién

Pé kiém chimg xem iduronat-2-sulfataza theo sang ché c6 phan ung voi co
chét tur nhién hay khéng, thi ion sulfat dwoc giai phdng tir phan Ung cia co chit
heparin disacarit v6i iduronat-2-sulfataza theo sang ché di duoc dinh lwong. Bom
hdn hop phan ting ndy vao cot ion (Vydac 302IC) & tbe do dong bing2 ml/phat véi
pha dong 1a dung dich chua 0,49 g/L axit phtalic, trong qua trinh phén tich, cac ion

sulfat tu do dugc phat hién & budc séng 290 nm dudi dang tich dién am.

Nhu duoc thé hién trén Fig.14, do iduronat-2-sulfataza theo sang ché d3 duoc
kiém chimg 13 c6 kha ning thity phan heparin disacarit va giai phong ion sulfat, nén
iduronat-2-sulfataza theo sang ché ciing c6 kha ning phan huy gdc sulfat duoc lién

két & ddu O ciia dermatan sulfat va heparan sulfat trong diéu kién in vivo.

1-10 Dinh luong hoat tinh hép thu ndi bao trong diéu kién in vivo cua

iduronat-2-sulfataza theo sang ché

Dinh lugng hoat tinh hdp thu ndi bao cua iduronat-2-sulfataza bang cach sir
dung nguyén bio soi binh thuong va nguyén bao sgi clia ngudi bénh mic hoi chimg
Hunter. Cu thé, nudi cdy cic nguyén biao soi binh thudng va nguyén bao soi cia
ngudi bénh mic hoi chirng Hunter (do Samsung Medical Center, Seoul, Korea phin
14p) vé6i iduronat-2-sulfataza theo sang ché & ndng dd khac nhau & nhiét do 37°C
trong 20 gi¢r trong ti CO, 5%, dé iduronat-2-sulfataza cé thé dugc hip thu vao bén

trong cac té bao ndy. Sau khi két qua trinh nudi ciy, thu lay cac té bao, ly giai, va
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dinh luong ndng d6 iduronat-2-sulfataza di duoc hip thu vao bén trong té bao bang

cach dinh luong ndng do iduronat-2-sulfataza trong dich ly giai.

Dua theo ty 18 ndng dd cia iduronat-2-sulfataza di duoc hip thu vao bén
trong té bao so v6i ndng d6 cua iduronat-2-sulfataza dugc bd sung vao nguyén bao
soi binh thuodng, thiét ké cac moé hinh Michaelis-Menten va Lineweaver-Burk dé
dinh luong hé ) Khip mu (trc 12 néng dd iduronat-2-sulfataza ma tai d6 tdc do phan
ng biang 50% tdc d6 phan ung t6i da dat dugc & ndng d6 co chit bio hoa). Theo két
qua thua nghi€ém nay, Kisp tha bing 18,0nM hoic thip hon, didu ndy chimg té ring
iduronat—Z-suifataza theo sang ché di dugc hip thu vao bén trong té bio bing lién
két ctia thanh phan manoza-6-phosphat cia iduronat-2-sulfataza véi thu thé cia M6P

trén bé mat té bao (Fig.15).

Tiép theo, mirc do hép thu té bio va hoat tinh cda iduronat-2-sulfataza theo
sang ché dbi voi nguyén bao soi ctia ngudi bénh méic hoi ching Hunter cling dugc
danh gia tuong tu nhu ddi véi nguyén bio soi binh thudng. Mitc dd hip thu té bao va
hoat tinh ctia iduronat-2-sulfataza theo sang ché da gia ting & ca hai loai té bao nay,
didu d6 chirng té rang iduronat-2-sulfataza theo sang ché dugc hép thu vao bén trong

té€ bao rit hiéu qua (Fig.16).
Vi du thtt nghiém 2
Dénh gia hiéu qua 1am sang ciia iduronat-2-sulfataza theo sang ché

Ba muoi mdt ngudi bénh mic hdi ching Hunter dugc chia thanh ba nhém va
diéu tri bang iduronat-2-sulfataza theo sang ché va phén tich cic thong sb lién quan
dén hoi chimg Hunter. Dugc phim Elaprase® c6 ban trén thi trudong duoc st dung

1am mAu d6i chimg duong.

2-1 Su thay d6i néng d6 glycosaminoglycan trong nudc tiéu (théng sb kiém

tra thir nhdt ddi voi phép thir do hitu hiéu)

Ba nhém ngudi bénh méc hoi chimg Hunter néu trén dugc diéu tri trong 24
tudn bang Elaprase (0,5mg/kg) va iduronat-2-sulfataza theo sang ché (0,5mg/kg va

1,0mg/kg), va dinh lugng néng d6 glycosaminoglycan trong nuéc tiéu theo phuong
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phip dugc md ta trong tai li€u: Conn. Tissue Res. Vol.28, pp317-324, 1990.; Ann.
Clin. Biochem. Vol.31, pp147-152, 1994. Két qua dinh luong duoc thé hién trong
Bang 4.

Bang 4: Su thay dbi nong do glycosaminoglycan trong nude tiéu khi s dung

iduronat-2-sulfataza

Iduronat-2- Iduronat-2-
Nhém Elaprase | sulfataza tt}eo sulfataza t}}eo
(0,5 mg/kg)| sang ché sang ché
(0,5 mg/kg) (1,0 mg/kg)
Thay do6i nong d6 ’glyiosarmnoglycan 18,7 2295 _41,1
trong nudc tieu (%)

Theo két qua thir nghiém dugc thé hién trén Bang 4, & nhitng ngudi bénh méc
hdi ching Hunter, ndng do glycosaminoglycan trong nudc tiéu chi giam 18,7% khi
dugce tiém Elaprase véi liéu 0,5mg/kg, nhung nguoc lai giam t6i 29,5% khi duge
tiém iduronat-2-sulfataza theo sang ché ciing véi liéu 0,5mg/kg. Ngoai ra, khi dugc
tiém iduronat-2-sulfataza theo sang ché véi liéu 1,0mg/kg, nff)ng do
glycosaminoglycan trong nuéc tiéu di giam 41,1%. Két qua nay chimg to ring
iduronat-2-sulfataza theo sang ché rat c6 hiéu qua trong viéc didu tri hiéu qua hoi

ching Hunter do su tich tu glycosaminoglycan.

2-2 Po khoang cach c6 thé di duoc trong thoi gian 6 phut ciia ngudi bénh
(thong s6 kiém tra thtr hai dbi vi phép thir do hiru hiéu)

Sau khi nhitng ngudi bénh méc hoi ching Hunter dugc diéu tri bing Elaprase
va iduronat-2-sulfataza theo sang ché trong 24 tuin, khoang cach ma ngudi bénh c6
thé di dugc trong 6 phut di dugc do theo phuong phap dugc mé ta trong tai licu:
AM. J. Respir. Crit. Care. Med., Vol 166, pp 111-117, 2002. Két qua dinh luong
dugc thé hién trong Bang 5.

Bang 5: Két qua thir nghiém do khoang cach c6 thé di dugc trong thoi gian 6

phut cua ngudi bénh
Iduronat-2- Iduronat-2-sulfataza
. Elaprase sulfataza . £
Nhom . £ theo sang ché
(0,5mg/kg)| theo sdng ché
(0,5mg/ke) (1,0mg/kg)
Khoang gach di dl,].'Q’C trong thoi 5.9 67.6 52.8
gian 6 phut (m)
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Ty 16 thay dbi khoang cach di duoc

trong thoi gian 6 phit (%) 1,3 18,2

13,4

Theo két qua thir nghiém dugc thé hién trén Bang 5, ty 1& thay ddi khoang
cach di duoc trong thoi gian 6 phut chi bang 1,3% d6i v6i ngudi bénh duoc didu tri
bang Elaprase, nhung ty 1é ndy da ting 1én t6i 18,2% ddi véi ngudi bénh duge diéu
tri bang iduronat-2-sulfataza theo sang ché & cung lidu luong. Ngudi bénh méc hoi
chtiing Hunter thuong gip khé khin khi di chuyén do sy co cting co. Tuy nhién,

iduronat-2-sulfataza theo sang ché di khic phuc dugc cAc triéu ching nay, do d6 c6

thé diéu tri hiéu qua hoi chimg Hunter.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phim iduronat-2-sulfataza cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1,
trong d6 gbc xystein & vi tri s§ 59 trong trinh ty axit amin cda iduronat-2-sulfataza
nay dugc bién ddi thanh formylglyxin & ty 16 mol biang 65% hoic cao hon, tdt hon

néu & ty 1€ mol béng 75% hodc cao hon.

2. Ché pham iduronat-2-sulfataza theo diém 1, trong d6 iduronat-2-sulfataza c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 chtra manoza-6-phosphat vgi ham lugng
nam trong khoang tir 2,0 dén 4,0mol/mol iduronat-2-sulfataza, tbt hon néu véi ham

lugng nim trong khoang tir 2,5 dén 3,0mol/mol iduronat-2-sulfataza.

3. Dugc phim chira ché phdm iduronat-2-sulfataza theo diém bét ky trong sb céc

diém tr 1 dén 2.

4. Dugc phim theo diém 3, trong d6 duoc phim nay con chira chit mang dugc dung;
va tuy y mot hodc nhiéu chét bd trg dugc chon tir nhém bao gém dung dich dém,
cacbohydrat, chét 6n dinh, chit chdng oxy héa, chit diét khuén, chét tao phtic chelat,

t4 dugc, chit gay tham on dinh, chit 1am day, va chit bao quan.

5. Phuong phap bao ché ché phdm iduronat-2-sulfataza theo diém bit ky trong sé cac

diém tir 1 dén 2, phuwong phap niy bao gdm céc budec:

(1) nudi cdy dong té bao tai té hop di duoc bién nap gen ma héa iduronat-2-
sulfataza c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va thu nhan dong té bao

da duogc nudi cay nay; va

(2) tinh ché dong té bao di duoc nudi cdy & bude (1) bing cac budce sic ky
trao dbi anion, sic k¥ tuong tic ky nuéc, sic ky trao ddi cation, va sic ky 4i luc,
trong d6 budc sic ky trao ddi cation dugc thuc hién bang cach sit dung dung dich

dém rira giai c6 d6 pH nidm trong khoang tir 4,0 dén 6,0.
6. Phuong phéap theo diém 5, trong d6 phuong phap nay bao gdm cac budc:

(1) bién nap vecto bidu hién chira gen mi héa iduronat-2-sulfataza vao té bao

vét chu dé thu dugc dong té bao tai td hop;
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(2) nudi cdy dong té bio tai td hop thu duoc & bude (1) v6i su ¢6 mit ciia chét
thily phan trong méi trudng khong chira huyét thanh va thu nhan dong té bao da

dugc nubi cay nay;

(3) tinh ché iduronat-2-sulfataza tir dong té bao di duoc nudi cdy & budce (2)
bing cac budc sic ky trao dbi anion, sic ky twong tic ky nuéc, sic ky trao dbi

cation, va sic ky ai luc; va
(4) tron iduronat-2-sulfataza da duoc tinh ché v&i chat mang dugc dung.

7. Phuong phéap theo diém 5 va 6, trong d6 té bao vat cha 1 té bao tring chudt dong

Trung Qudc.

8. Phwong phép theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 5 dén 7, trong d6 budc sic ky
tuong tac ky nudc dugc thuc hién bang cach sir dung dung dich dém rira giai c6 do

pH nim trong khoang tir 5,0 dén 7,0.

9. Phuong phép theo diém bit ky trong sb cac diém tir 5 dén 7, trong d6 budce sic ky
4i luc dugc thuc hién bang cach sir dung dung dich dém rira giai c6 d6 pH nim trong

khoang tir 6,0 dén 8.0.

10. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 5 dén 7, trong d6 budce sc
ky trao dbi anion dugc thuc hién bang cach st dung dung dich dém rira giai c¢6 do pH

nim trong khoang tir 5,5 dén 7,5.

11. Phuong phép theo diém bit ky trong sb cac diém tir 5 dén 10, trong d6 phwong

phap nay con bao gdm budc bét hoat virut & d6 pH nim trong khoang tir 3,0 dén 4,0.

12. Ché phim iduronat-2-sulfataza duoc bao ché bing phuong phap theo diém bét ky

trong s6 cac diém tir 5 dén 11.

13. Phuong phép bao ché dugc phidm bao gdm buéc phdi ché ché phdm iduronat-2-
sulfataza theo diém 1 hodc 2 véi chét mang dugc dung; va tly v v6i mot hoac nhiéu
chit bd tro duge chon tir nhém bao gém dung dich dém, cacbohydrat, chét én dinh,
chét chdng oxy hoa, chit diét khuin, chét tao phirc chelat, t4 duoc, chit gay thdm én

dinh, chét 1am day, va chét bao quan.
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DANH MUC TRINH TU

<110> GREEN CROSS CORPORATION
MEDIGENEBIO CORPORATION
<120> CHE PHAM CHUA IDURONAT-2-SULFATAZA TAI TO HOP CUA NGUOI, DUQC
PHAM CHUA CHE PHAM NAY VA PHUONG PHAP BAO CHE CHONG
<130> PCB311060GCC
<150> 61/500,994
<151> 2011-06-24
<150> 10-2012-0012718
<151> =~ 2012-02-08
<160> 8
<170> KopatentIn 2.0
<210> 1
<211> 525
<212> PRT
<213> Trinh tu chua biét
<220>
<223>- Protein iduronat-2-sulfataza
<400> 1
Ser Glu Thr Gln Ala Asn Ser Thr Thr Asp Ala Leu Asn Val Leu Leu
1 5 10 15
Ile Ile Val Asp Asp Leu Arg Pro Ser Leu Gly Cys Tyr Gly Asp Lys
20 25 30
Leu Val Arg Ser Pro Asn Ile Asp Gln Leu Ala Ser His Ser Leu Leu
35 40 45
Phe Gln Asn Ala Phe Ala Gln Gln Ala Val Cys Ala Pro Ser Arg Val
50 55 60
Ser Phe Leu Thr Gly Arg Arg Pro Asp Thr Thr Arg Leu Tyr Asp Phe
65 70 75 80
Asn Ser Tyr Trp Arg Val His Ala Gly Asn Phe Ser Thr Ile Pro Gln
85 90 95
Tyr Phe Lys -Glu Asn Gly Tyr Val Thr Met Ser Val Gly Lys Val Phe
100 105 110
His Pro Gly Ile Ser Ser Asn His Thr Asp Asp Ser Pro Tyr Ser Trp
115 120 125
Ser Phe Pro Pro Tyr His Pro Ser Ser Glu Lys Tyr Glu Asn Thr Lys
130 ' 135 140
Thr Cys Arg Gly Pro Asp Gly Glu Leu His Ala Asn Leu Leu Cys Pro
145 150 155 160
Val Asp Val Leu Asp Val Pro Glu Gly Thr Leu Pro Asp Lys Gln Ser
165 170 175
Thr Glu Gln Ala Ile Gln Leu Leu Glu Lys Met Lys Thr Ser Ala Ser
180 185 190
Pro Phe Phe Leu Ala Val Gly Tyr His Lys Pro His Ile Pro Phe Arg
195 200 205
Tyr Pro Lys Glu Phe Gln Lys Leu Tyr Pro Leu Glu Asn Ile Thr Leu
210 215 220
Ala Pro Asp Pro Glu Val Pro Asp Gly Leu Pro Pro Val Ala Tyr Asn
225 230 235 240
Pro Trp Met Asp Ile Arg Gln Arg Glu Asp Val Gln Ala Leu Asn Ile
245 250 255
Ser Val Pro Tyr Gly Pro Ile Pro Val Asp Phe Gln Arg Lys Ile Arg
260 265 270
Gln Ser Tyr Phe Ala Ser Val Ser Tyr Leu Asp Thr Gln Val Gly Arg
275 280 285
Leu Leu Ser Ala Leu Asp Asp Leu Gln Leu Ala Asn Ser Thr Ile Ile
290 295 300
Ala Phe Thr Ser Asp His Gly Trp Ala Leu Gly Glu His Gly Glu Trp
305 310 315 320
Ala Lys Tyr Ser Asn Phe Asp Val Ala Thr His Val Pro Leu Ile Phe
325 330 335
Tyr Val Pro Gly Arg Thr Ala Ser Leu Pro Glu Ala Gly Glu Lys Leu
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340 345 350
Phe Pro Tyr Leu Asp Pro Phe Asp Ser Ala Ser Gln Leu Met Glu Pro
355 360 365
Gly Arg Gln Ser Met Asp Leu Val Glu Leu Val Ser Leu Phe Pro Thr
370 375 380
Leu Ala Gly Leu Ala Gly Leu Gln Val Pro Pro Arg Cys Pro Val Pro
385 390 395 400
Ser Phe His Val Glu Leu Cys Arg Glu Gly Lys Asn Leu Leu Lys His
405 410 415
Phe Arg Phe Arg Asp Leu Glu Glu Asp Pro Tyr Leu Pro Gly Asn Pro
420 : 425 430
Arg Glu Leu Ile Ala Tyr Ser Gln Tyr Pro Arg Pro Ser Asp Ile Pro
435 440 445
Gln Trp Asn Ser Asp Lys Pro Ser Leu Lys Asp Ile Lys Ile Met Gly
450 ' 455 460
Tyr Ser Ile Arg Thr Ile Asp Tyr Arg Tyr Thr Val Trp Val Gly Phe
465 470 475 480
Asn Pro Asp Glu Phe Leu Ala Asn Phe Ser Asp Ile His Ala Gly Glu
485 490 495
Leu Tyr Phe Val Asp Ser Asp Pro Leu Gln Asp His Asn Met Tyr Asn
500 505 510
Asp Ser Gln Gly Gly Asp Leu Phe Gln Leu Leu Met Pro
515 520 525
<210> 2
<211> 48
<212> ADN
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> MOi xudi IDS 1
<400> 2
ctatgggtat ctggtacctg tgggatgccg ccaccccgga ccggccga
48

<210> 3

<211> 73

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> M&i xudi IDS 2
<400> 3

tgcagatatc cggagcaaga tggattcaca ggcccaggtt cttatgttac tgctgctatg
60
ggtatctggt acc

73

<210> 4

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> M8i nguoc IDS 3
<400> 4

gggccctcaa ggcatcaaca actggaaa
28

<210> 5

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>

<223> M&i xudi IDS N1
<400> 5

cagcaagcag gtcattgttc caacatgccg ccad¢cccgga ccggcecga
48

<210> 6

<211> 49
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<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> M&i xubi IDS N2
<400> 6

tgcagatatc ccagctacag tcggaaacca tcagcaagca ggtcattgt
49

<210> 7

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> M&i nguoc IDS 4
<400> 7

gaagatatcc cagggtgaaa gact
24

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tyu nh8n tao
<220>

<223> MOi xudi T7

<400> 8

aatacgactc actataggga

20
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Bing 1: Miu duye tiém vao hé thong sic ky trao doi cation
Biing 2: Dich ria gidi clia cong doan sic ky frao dbi cation

Bang 3: Dich tai thu hoi sau cong doan sac ky trao doi cation

Fig.18
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