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Linh vwe ky thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén cac gonadotrophin dé str dung trong viéc diéu tri ching vo
sinh. Cu thé 13, sang ché d cép dén gonadotrophin mang dém & nguoi (human

chorionic gonadotrophin - hCG).
Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Céc gonadotrophin 1 nhém cac hormon glycoprotein dang heterodime ma didu
hoa chitc ning tuyén sinh duc ¢ nam va nft. Ching gém hormon kich thich nang
(follicle stimulating hormone - FSH), hormon lutein héa (luteinising hormone - LH)

va gonadotrophin mang dém (chorionic gonadotrophin - CG).

Gonadotrophin mang dém & nguoi (hCG) duge tiét chi yéu bang nhau thai
ngudi trong qua trinh mang thai va hd trg su nudi dudng hoang thd. hCG gbm phan
don vi alpha 92 axit amin (chudi o), cling 1a phd bién véi cdc hormon glycoprotein
khac LH va FSH, va phan don vi beta 145 axit amin (chudi B) 1a duy nhat d6i véi hCG,
phan don vi nay tao ra tinh ddc hi¢u hormon. M&i phan don vi dugc stra ddi sau dich
ma bing viée bd sung gdc phirc hydrat cacbon. Phan don vi alpha chira 2 diém glycosyl
héa duoc lién két v&i N & cac axit amin 52 va 78 va phan don vi beta chira 2 diém
glycosyl hoa duoc lidn két véi N & céc axit amin 13 va 30 va bon diém glycosyl héa

duoc lién két v6i O & cac axit amin 121, 127, 132 va 138.

hCG duge chiét ra tir nude tidu cia phu nit mang thai [Choragon (Ferring)] da
dugc st dung trong nhiéu nim dé diéu tri ching vo sinh. Quy trinh san xudt hCG duge
chiét ra tir nude tiéu bao gdm viée thu gom va xt Iy mot luong 1én nuée tiéu. Ovitrelle
(Serono), phién bén tai td hop ctia hCG, cling ¢6 ban trén thi truong dé str dung trong
diéu tri chimg vo sinh. San phém tai t6 hop nay dugc bidu hién & cac t& bao budng
trimg chudt dong Trung Qubc (Chinese hamster ovary - CHO), va c6 bién dang dugc
dong luc khac voi hCG dugce san xudt tir nude tiéu ngudi.

Céc ché phim hCG c6 sy khong ddng nhét déng ké lién quan dén cac khac biét
v& luong céc isoform khic nhau c6 mit trong d6. Cac isoform hCG riéng 1¢ biéu hién

c4c trinh tu axit amin tuong déng nhung khac nhau vé mirc d bién doi sau dich ma
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clia chung; cac isoform cu thé duge dic trung bang tinh khong ddng nhat cua cac céu
tric nhanh hydrat cacbon va céc lugng két hop khac nhau cua axit sialic (duong dau

tan cung), ca hai yéu t6 nay déu anh hudng dén hoat tinh sinh hoc isoform dac hiéu.

Su glycosyl hda céac san phim hCG t4i td hop (“rhCG”) phan anh mic cac
glycosyl-transferaza c¢6 mat trong dong té bao chu. San phdm rhCG hién c6, Ovitrelle,
duoc thu tir cac té bio budng trimg chuot ddng Trung Quéde duge xir Iy (cac té bao
CHO). Murc bién ddi glycan trong thCG thu duge tir CHO la han ché hon muc duoc
phat hi¢n trong céc san phém tu nhién, thu dugc tr nude tiéu. Cac vi du vé tinh khong
ddng nhét glycan giam duge thiy & thCG thu dugc tir CHO gbm su thiéu glucosamin
phan gidc va luong fucosyl hoa nhin gidm va su kéo dai axetyl lactosamin. Ngoai ra,
céc té bao CHO chi c6 thé bd sung axit sialic bang cach sir dung lién két 02,3 (Kagawa

et al, 1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et al., 1990).

hCG nude tidu ngudi (tie 13, hCG duge chiét ra tir nude tiéu ciia phu nit mang
thai) d& dugc st dung cho dén nay dé didu tri chimg vo sinh trén thuc té 14 hCG nhau
thai; hCG duoc tao ra trong nhau thai (nguoi) va sau d6 duoc tiét ra trong nudc tiéu.
hCG nay dugc chiét ra tir nude tidu dé st dung 1am dugc phadm. Bousfield et al (Rev
Endocr Metab Disord (2011) 12:289-302) da phat biéu ring “trong khi céc
gonadotrophin tuyén yén c6 axit sialic lién két 02,3 va 02,6, hCG nhau thai va céc
gonadotrophin tai t6 hop dugc san xuét trong céc té bao budng trimg chudt dong Trung
Qudc chi c6 axit sialic lién két 02,3”. Do d6, hCG nudc tiéu ngudi (ma dugce san sinh
trong nhau thai) chi gdm su 02,3- sialyl hoa (gidbng nhu cac san phém tai t6 hop thu
duge tir dong t& bao CHO). Do d6, cac duge phim da biét ma gom hCG chi gdm axit

sialic lién két 02,3, nhung khong gdm axit sialic lién két 02,6.

D3 ching minh duoc rang dang didu ché FSH tai té hop (Organon) khéc vé
luong FSH v6i diém déng dién (pI) nhd hon 4 (xem xét cac isoform ¢4 tinh axit) so
v&i FSH tir nude tidu sau man kinh, huyét thanh hodc tuyén yén (Ulloa-Aguirre et al.
1995). Luong céc isoform c6 tinh axit trong cac ché phdm FSH tir nude tiéu 1a cao hon
nhiéu so véi céc san phdm téi t6 hop, Gonal-f (Serono) va Puregon (Organon)
(Andersen et al. 2004). Lugng nay can phai phan 4nh ham lugng mol axit sialic thap
hon trong rFSH vi ham lugng glycan ¢é dién tich &m duoc bién ddi bang sulphat 1a
thép & FSH. Ham luong axit sialic thép hon, so v&i FSH tu nhién, 1a dAu hiéu cta cac

san phdm FSH c6 trén thi trudng va do do6 can phai dugc han ché trong quy trinh san
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xuét (Bassett and Driebergen, 2005). Thoi gian lwu thong ctia FSH dé dugc ghi lai ddi
véi cac nguyén liéu tir cac ngudn khac nhau. Mot 36 trong sb cac nguyén liéu nay da
duoc phan doan trén co s& dién tich phan tir néi chung, nhu duoc déc trung béng tri s6
pl cua chung, trong dé axit nhiéu thi twong duong véi dién tich am cao hon. Yéu tb
gop phin chinh vao dién tich phén tir n6i chung 1a ham luong sialic tong ctia mdi phan
ttt FSH. Vi du, rFSH (Organon) c6 ham lugng axit sialic khoang 8 mol/mol, trong khi
d6 FSH thu duge tir nude tiéu c6 ham luong axit sialic cao hon (de Leeuw et al. 1996).
Tée d6 thanh thai huyét twong trong tng & chudt cong 1a 0,34 va 0,14 ml/phut (Ulloa-
Aguirre et al. 2003). Theo vi du khac trong dé mAu FSH téi td hop dwoc phén chia
thanh cac phan doan pl cao va thép, hiéu luc in vivo ctia phan doan pl cao (ham lugng
axit sialic thap hon) 1 gidm va né c6 thoi gian ban thdi trong huyét tvong ngin hon
(D’ Antonio et al. 1999). Nguoi ndp don dé phat hién ra rang, tuong tu nhu FSH, san
pham hCG tai t6 hop, thu dugc tr CHO da biét (vi du, Ovitrelle) con c6 lwgng hCG
thAp hon véi diém ding dién (pI) nho hon 4 (xem xét céc isoform 6 tinh axit) so v6i
hCG tlr nuée tiéu, con phan 4nh ham lugng axit sialic thip hon ctia san pham rhCG da
bidt so v6i hCG tir nude ticu.,

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Nguoi ndp don da phat trién hCG tai td hop thu duge tr nguoi (tic 1a, hCG tai
t6 hop ma dugc tao ra hodc duoc biéu hién trong dong té bao nguoi, vi du, dugce tao ra
béng cach xir ly dong té bao ngudi) ma co bién dang axit nhidu hon so v6i san phim
rhCG thu dugc tr dong té bao CHO, Ovitrelle, va c6 ham luong axit sialic cao hon.
rhCG nay 13 déi tuong ciia don qudc té s6 PCT/GB2010/001854, ¢6 56 cong b6 1a WO
2011/042688. hCG téi t6 hop voi hdn hop ca axit sialic lién két 02,3 va axit sialic lién
két 02,6 dugc tao ra bing cach xir Iy dong té bao ngudi dé biéu hién ca rthCG va 02,3
sialyltransferaza. San pham duoc biéu hién c6 tinh axit cao, ¢c6 ham lugng axit sialic
[duoc biéu thi dudi dang ty 36 gitra s6 mol axit sialic v6i s6 mol protein] vi du 1a 19,1
mol/mol, va chtra hdn hop cua axit sialic lién két 02,3 va axit sialic lién két 02,6; axit
sialic lién két 02,6 duoc tao ra bang hoat tinh sialyl transferaza noi sinh. Nghién ciru
cta ngudi ndp don da chi ra réng loai lién Kkét axit sialic, 0:2,3- hodc 02,6, c6 thé c6
anh huéng manh mé dbi voi kha nang thanh thai sinh hoc ctia hCG. Cac dong té bao
ngudi, trai nguoc véi cac dong té bao CHO, ¢6 thé biéu hign hCG tai td hop véi cac

axit sialic duoc lién két béng ca lién két 02,3 va lién két 02,6.
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Dong t& bao néu trong WO 2011/042688 biéu hién rd hCG téi t0 hop thu dugce
tir ngudi. Tuy nhién, dong t bao nay ciing biéu hién mtc chudi p tw do (phan don vi
beta tu do) twong ddi cao, va sy tinh ché (dé loai bo chudi B tu do ndy ra khoi san phim
hCG) 14 cén thiét.

Ngudi nop don hién da phat trién dong té bao méi ma bicu hién ca rhCG va
2,3 sialyltransferaza, va san sinh thCG v6i luong chudi B tu do gidm, nhd d6 cai thién

hiéu suit va giam muc do tinh ché san pham cin thiét (xem Fig.7).

Sang ché d& xuét té bao (vi du, té bao cht) khéc biét & chd n6 chira trinh tw (axit
nucleic) dugc hop nhét vao hé gen ctia n6 mi hoa cho chudi o ciia hCG duoc chon tir:
trinh tw theo SEQ ID NO: 1; trinh tw ma c6 do tuong ddng it nhét 1a 96,5% vdi trinh
tu SEQ ID NO:1 (v du, trinh tur ¢6 d6 ddng nhat vé trinh tw it nht 12 96,5% v6i trinh
tw SEQ ID NO:1); trinh tw ¢6 do twong ddng it nhat 1a 97% v6i (vi dy, ¢ do twong
ddng it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a 99% véi) trinh ty SEQ ID NO:1 (vi du trinh tu ¢6
{6 ddng nhit vé trinh ty it nhat 1a 97% voi (vi du, do dong nhat vé trinh tu it nhat 98%
hodc it nhit 99% véi) trinh tw SEQ ID NO:1); trinh tu theo SEQ ID NO. 4; trinh tu c6
d6 tuong ddng it nhit 12 96,5% véi trinh tu SEQ ID NO: 4 (vi dy, trinh tu c6 d0 dong
nhét v& trinh tu it nhét 1a 96,5% véi trinh ty SEQ ID NO:4); va trinh tw ¢6 do tuong
ddng it nhét 13 97% véi (vi dy, c6 do twong dong it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a 99%
v6i) trinh tu SEQ ID NO:4 (vi du trinh tw c6 do dong nhat vé trinh ty it nhat 1a 97%
v6i (vi du, do ddng nhat v& trinh tu it nhat 98% hodc it nhét 99% v6i) trinh tw SEQ ID
NO:4). Tbt hon 12 trinh ty (axit nucleic) ma héa chudi a ctia hCG khong phai 12 trinh
tu ma dugce dat trong ngdn hang dudi sb hidu AH007338 (tuc 1a, t6t hon 14 trinh tu
(axit nucleic) ma hoa cho chudi a ctia hCG khong phai la trinh ty ma duge thé hién
trong SEQ ID NO:5). Té bao nay c6 thé con chita cADN dugc hop nhit vao hé gen
ctia n6 mé héa alpha-2,3-sialyltransferaza, vi du, trinh tu theo SEQ ID NO: 3. Té bao
nay c¢6 thé con chira trinh ty (axit nucleic) dwge hop nhét vao hé gen clia n6 mi hoa
cho chudi B ctia hCG, vi dy, trinh tu theo SEQ ID NO:2.

Té bao chit ¢ thé 1, vi dy, té bao PER.C6®, té bao HT1080, té bao GT-5s v.v..
Tét hon 13, t& bao nay 14 t& bao PER.C6® nhu té bao PER.C6® duge ky thic dudi s6
hiéu ECACC no. 96022940,
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Sang ché d& xuit t& bao PER.C6® nhu té bao PER.C6® dugc ky théc dudi s
hiéu ECACC no. 96022940, khac biét & chd né con chia trinh tu (axit nucleic) dugc
hop nhit vio hé gen ctia né6 mé hoa cho chudi o cua hCG. Trinh tu (axit nucleic) ma
héa cho chudi a ctia hCG c6 thé duge chon tir: trinh tu theo SEQ ID NO: 1; trinh tu
ma ¢6 do tuong ddng it nhét 1a 90% véi trinh tw SEQ ID NO:1 (vi dy, trinh tw ¢6 do
ddng nhét vé trinh ty it nhét 12 90% véi trinh ty SEQ ID NO:1); trinh tur c6 d0 twong
ddng it nhét 13 97% véi (vi dy, ¢6 do twong ddng it nhit 1a 98% hodc it nhdt 1a 99%
v6i) trinh tu SEQ ID NO:1 (vi du trinh tu ¢6 d6 ddng nhét vé trinh tu it nhét 12 97%
v6i (vi du, d6 ddng nhét v& trinh tu it nhit 98% hodc it nhdt 99% voi) trinh tw SEQ 1D
NO:1); trinh tu theo SEQ ID NO. 4; trinh tu ¢6 d9 twong ddng it nhat 12 90 % véi trinh
tur SEQ ID NO: 4 (vi dy, trinh ty c6 do twong ddng vé trinh ty it nhét 1a 90% véi trinh
tu SEQ ID NO:4); va trinh tu c6 do twong ddng it nhat 1a 97% véi (vi du, ¢6 do tuong
ddng it nhat 1a 98% hodc it nhat 1a 99% v6i) trinh tw SEQ ID NO:4 (vi dy trinh tu ¢6
d6 ddng nhét v& trinh tu it nhit 12 97% véi (vi du, do dong nhat vé trinh tu it nhat 98%
hodc it nhit 99% véi) trinh ty SEQ ID NO:4). Tét hon 1 trinh tur (axit nucleic) ma hoa
cho chudi o cia hCG khéng 1a trinh ty ma duoc dit trong ngan hang dudi s6 hiéu
AH007338. Té bao nay ¢6 thé con chira cADN duge hop nhat vao hé gen clia né ma
héa alpha-2,3-sialyltransferaza, vi du, trinh tu theo SEQ ID NO: 3. Té bao nay c6 thé
con chira trinh tu (axit nucleic) duogc hop nhét vao hé gen ctia n6 ma hoa cho chudi B

ctia hCG, vi du, trinh tu theo SEQ ID NO:2.
M ta vin tit cac hinh vé

Séng ché s& duge md ta chi tiét hon dudi day voi viée vién dan dén cac vi du

sau va vién dan dén cac hinh v& kém theo trong do:

Fig.1 thé hién trinh tu axit nucleic va trinh tw axit amin thu duoc cua trinh tu
hCG alpha duoc t6i wu hoa;

Fig.2 thé hién trinh tu axit nucleic va trinh tu axit amin thu dugc cua trinh tu
hCG beta;

Fig.3 thé hién trinh ty axit nucleic va trinh ty axit amin thu dugc cua ST3GAL4;

Fig.4 thé hién ban dd plasmit cua vecto biéu hién phCGalpha/beta;

Fig.5 thé hién vecto biéu hién 02,3-sialyltransferaza (ST3GAL4);

Fig.6 thé hién sy phét hién cac Isoform rhCG bang IEF dugc nhudm bang xanh

Coomassie trong cac ché phdm theo sang ché (Cac vach 4, 5, 6 va 7, 15 ug trén mot
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vach); ché phdm thu duge tr CHO trong linh vuc nay, Ovitrelle (Vach 2, 15pg); va
san phdm tir nudce tidu nguoi thu dugc tir phu nit mang thai, Novarel (Vach 3, 15pg);
va Fig.7 so sanh ndng d6 ctia hCG (“alpha-beta hCG”) va chudi beta tw do (“beta
hCG”) duogc tao ra bang céch st dung cc té bao theo sang ché chira trinh tu nucleic
“duge tdi uvu héa" cuia phan don vi alpha, voi ndng d6 cia hCG (“alpha-beta hCG”) va
chudi beta tur do (“beta hCG”) duogc tao ra trong cac té bao vi du sd sdnh chira phan
don vi alpha WT (kiéu dai);
M5 t chi tiét sang ché

CAn hiéu 15 réng thuét ngft “trinh tw ma héa cho chudi o ctia hCG” hodc “trinh
tu (axit nucleic) ma hoa cho chudi o ctia hCG” duoc st dung ¢ ddy con dé chi trinh tu

ma héa cho chudi o ctia FSH (hodc trinh ty ma héa cho chudi o, cia LH) vi chudi a ctia

hCG 1a giéng nhu chudi o ctia FSH (va LH).

Thuét ngit "trinh tw axit nucleic" & ddy chi phan tir axit nucleic bét ky ma ma
hoéa cho cac polypeptit nhu céc peptit, cac protein v.v.. Cac phan tur axit nucleic nay co
thé duoc lam tir ADN, ARN hodc céc chét tuong tur clia chung. Tuy nhién, cdc phan

tir axit nucleic dugc lam tir ADN 1a duoc uu tién.

Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hidu rd rang ring su bién
ddi cua trinh tu nucleotit ban d4u s& mo ta quy trinh duge t6i wru hoa dbi véi viée st
dung codon. Cac thay i duge dua vao c¢6 thé d& dang duge xac dinh béng céach so
sanh trinh tu duoc bién ddi va trinh tw ban diu. Hon nita, ca hai trinh tu (tic 13, trinh

tu ban dAu va trinh tu duoc t61 uu hoa) s& ma hoa cho cling trinh tu axit amin.

Trinh ty axit amin cua chudi o cia hCG ngudi duoc bdc 10 trong
W02011/042688 (con dugc d2 cap 1a SEQ ID1 trong tai liéu do), va la trinh tu dugce
md ta trong Fiddes and Goodman 1979. N6 dugc dit trong ngén hang dudi sb higu
AH007388, va duogc thé hién 13 SEQ ID NO. 5 dud¢i day. Trinh tu axit amin cta chudi
B cia hCG ngudi dugc thé hién trong SEQ ID No.2, va dugc dat trong ngan hang dudi
s& hiéu NP_000728. Céc trinh tu axit amin nay twong (mg voi cdc trinh tu axit amin
kiéu dai cua chudi o va chudi B cia hCG nguoi. Cac thudt nglt "trinh tu axit nucleic
kiéu dai" hodc "trinh tu axit nucleic ban dau" nhim muc dich cia sdng ché dé cap dén
trinh tu axit nucleic ma dugc du tinh sir dung dé biéu hién (quéa mirc) trong t€ bao chu

va né chua duoc thich tmg véi viée sit dung codon trong t€ bao chu, ma 1a trinh tu axit



31596

nucleic kiéu dai thuc té m3 hoa cho protein. Thut nglt "trinh tu axit nucleic dugc tb1
wru héa" nhim muc dich ctia sing ché d& cap dén trinh tw ma da duge bién dbi dé bicu
hién & t& bao chu bing céch 1am thich tmg vé trinh ty trinh ty axit nucleic ban
dau/khong dugc bién ddi. Trinh tu axit nucleic duoc tdi uu hda ma hda cho protein c6
trinh ty axit amin gidng nhu protein dugc ma hoa boi trinh tw khong dugce bién dbi.
Nguoi np don da phat trién céc trinh tu duoc tdi wu héa ma ma hoa cho chudi a cta

hCG (xem, vi dy, SEQ ID No. 1 va 4, Fig.1).

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét trinh tu polynucleotit (vi dy, trinh
tu polynucleotit ma héa cho chudi o ctia hCG) gdm trinh tu duge chon tir trinh tu axit
nucleic theo SEQ ID NO: 1; trinh ty axit nucleic theo SEQ ID NO: 4; trinh tu axit
nucleic ¢6 do tuong ddng it nhét 1a 97% voi (vi du, c6 do twong dong it nhat 1a 98%
hodc it nhét 12 99% v&i) axit nucleic ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 (vi dy, trinh ty axit
nucleic c6 d6 ddng nhit vé trinh ty it nhit 1a 97% v6i (vi du, ¢6 dd ddng nhdt vé trinh
tur it nhAt 12 98% hodc it nhit 12 99% véi) axit nucleic ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1); va
trinh tu axit nucleic ¢6 do twong ddng it nhét 1a 97% voi (vi dy, c6 do tuong dong it
nht 13 98% hodc it nhét 1a 99% v6i) axit nucleic ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 4 (vi du,
trinh tu axit nucleic c6 do dong nhit v& trinh tu it nhat 1a 97% véi (vi du, ¢6 do dong
nhét v trinh tu it nhét 1a 98% hodc it nhat 12 99% véi) axit nucleic ¢6 trinh tw SEQ ID
NO: 4).

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét phuong phap san xut hCG tai t6
hop & té bao, bao gdm budc nudi chy té bao trong moi trudng thich hop va thu hoach
protein tai t6 hop (hCG) tur té bao di néu va/hodc mdi trudong da néu (vi du, thu hoach
hCG téi td hop tir dich ndi mdi truong nudi cdy té bao), trong do té bao (t€ bao chir)
nay chira trinh tu (axit nucleic) dugc hop nhAt vao hé gen ctia né ma hoa cho chudi a
ctia hCG duge chon tir: trinh tu theo SEQ ID NO: 1; trinh ty ma c6 do tuong déng it
nhét 12 90% véi trinh tu SEQ ID NO:1 (vi dy, trinh ty ¢6 d6 déng nhét vé trinh tu it
nhét 12 90% vé6i trinh tu SEQ ID NO:1); trinh tw ¢6 do tuong ddng {t nhét 1a 97% voi
(vi du, c6 do twong ddng it nhit 12 98% hodc {t nhét 12 99% v6i) trinh tyr SEQ ID NO:1
(vi du trinh tu c6 do dOng nhit vé trinh tu it nht 1a 97% véi (vi du, do ddng nhét vé
trinh tu ft nhét 98% hodc it nhit 99% vdi) trinh tw SEQ ID NO:1); trinh tw theo SEQ
ID NO. 4; trinh tw ¢6 do tuong ddng it nhat 1a 90 % vdi trinh tw SEQ ID NO: 4 (vi dy,
trinh tu c6 d9 ddng nhét vé trinh ty it nhat 1a 90% v6i trinh tw SEQ ID NO:4); va trinh
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tur ¢6 d6 twong ddng it nhét 13 97% véi (vi dy, ¢6 do twong ddng it nhét 1a 98% hodc it
nhét 13 99% véi) trinh tu SEQ ID NO:4 (vi du trinh ty c6 do ddng nhét vé trinh tu it
nhét 12 97% véi (vi du, d6 ddng nhét vé trinh tu it nhit 98% hodc it nhat 99% voi) trinh
tr SEQID NO:4). T4t hon 14 trinh tu (axit nucleic) ma héa cho chudi o cia hCG khéng
1a trinh tu ma duoc dit trong ngan hang dudi s& hieu AH007338. Té bao nay c6 thé
con chira cADN duoge hop nhit vao hé gen ctia né ma héa alpha-2,3-sialyltransferaza,
vi du, trinh tu theo SEQ ID NO: 3. Té bao nay c6 thé con chira trinh tu (axit nucleic)
dugc hop nhét vao hé gen ctia n6 ma hoa cho chudi B ctia hCG, vi dy, trinh tu theo
SEQ ID NO:2. Phuong phép ndy c6 thé gdm bude hogc ce bude khac dé tinh ché
hCG tai tb hop thu duogc tir té bao da néu va/hoic mdi truong di néu (vi dy, tinh ché

hCG tai td hop tir dich ndi moi trudong nudi cdy té bao).

Té bao (chit) c6 thé 13, vi dy, té bao PER.C6®, t& bao HT1080, t& bao GT-5s
v.v.. Tét hon 13, té bao nay 1a té bao PER.C6® nhu té bao PER.C6® dugc ky thic dudi
s6 hiéu ECACC no. 96022940.

Theo mot khia canh khéc, séng ché d& xuét phuong phap san xudt hCG téi t0
hop & té bao, bao gdm budc nudi cAy té bao trong mdi trudng thich hop va thu hoach
protein tai td hop (hCG) tir té bao da néu va/hoic moi truong da néu (vi du, thu hoach
hCG t4i t hop tir dich ndi moi trudong nudi cy té bao), trong do € bao nay 1a t€ bao
PER.C6® (nhu t& bao PER.C6® duge ky thac duéi s hiéu ECACC no. 96022940)
chtra trinh tu (axit nucleic) dugc hop nhat vao hé gen ctia n6 ma hoa cho chudi o ctia
hCG. Trinh tu (axit nucleic) ma héa cho chudi o ctia hCG ¢6 thé duge chon tir: trinh
tur theo SEQ ID NO: 1; trinh tyr ma ¢6 d twong ddng it nhat 1a 90% véi trinh tuw SEQ
ID NO:1 (vi du, trinh tw ¢6 do ddng nhét v& trinh tu it nhat 1a 90% véi trinh tw SEQ ID
NO:1); trinh tu ¢6 do tuong ddng it nhit 1a 97% véi (vi du, ¢6 4o twong dong it nhét
13 98% hoic it nhat 1 99% véi) trinh ty SEQ ID NO:1 (vi du trinh ty ¢6 do dong nhat
vé trinh ty it nhét 14 97% véi (vi du, dd ddng nhét vé trinh ty it nhit 98% hodc it nhat
99% v6i) trinh ty SEQ ID NO:1); trinh tu theo SEQ ID NO. 4; trinh tu ¢6 do tuong
ddng it nhét 13 90 % véi trinh tw SEQ ID NO: 4 (vi du, trinh tu ¢é do dong nhét vé
trinh tur it nhét 12 90% v&i trinh tw SEQ ID NO:4); va trinh ty ¢6 db twong dong it nhét
12 97% vé6i (vi du, c6 d0 twong ddng it nhit 12 98% hodc it nhat 1a 99% vdi) trinh tu
SEQ ID NO:4 (vi du trinh tw ¢6 d0 ddng nhét vé trinh tu it nhat 1a 97% vdi (vi du, dd
ddng nhat vé trinh tu it nhit 98% hodc it nhat 99% véi) trinh tu SEQ ID NO:4). Tét
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hon 1a trinh tu (axit nucleic) md hoa cho chudi o cia hCG khong 13 trinh tuy ma dugc
dit trong ngan hang dudi s hiéu AH007338. Té bao nay c6 thé con chita cADN duge
hop nhét vao hé gen ctia n6, cADN nay mi hoa alpha-2,3-sialyltransferaza, vi du, trinh
tu theo SEQ ID NO: 3. Té bao ndy c6 thé con chira trinh tur (axit nucleic) dugc hop
nhét vao hé gen cua nd ma hoa cho chudi B ctia hCG, vi dy, trinh tu theo SEQ ID NO:2.
Phuong phap nay ¢6 thé gdm buéce hogc cac bude khic dé tinh ché hCG t4i t6 hop thu
duge tir t6 bao di néu va/hodc méi trudng da néu (vi du, tinh ché hCG ti t0 hop tir
dich ndi mdi trudng nubdi cdy té bao).

Thuat ngilt "t& bao chu" nhim muc dich cua sdng ché d cap dén té bao bat ky
ma thuong dugce st dung dé biéu hién, tic 12 phién ma va dich ma céc trinh ty axit
nucleic dé san xuét, vi dy, cac polypeptit. Cu thé 1a, thuat ngt "té bao chi" hodc "sinh
vat" chi cdc sinh vat nhén so, cac sinh vat nhan chuén thép, thue vat, cac té bao con
tring hodic cac hé moi trwdmg nudi cdy té bao dong vat cé vii. Tét hon 13, t€ bao chi la
& bao dong vat ¢6 vi, tt hon nita 13 té bao chu 12 t€ bao ngudi, tham chi tot hon nita

14 t& bao PERC6®.

Thuét ngit "phén tr axit nucleic tai td hop" trong pham vi ¥ nghia cua sang ché
duoc du tinh & g61n tAt ca céc loai phén tir axit nucleic ma c6 kha nang duge dua vao
té bao chu va tac dong dén su biéu hién cua trinh tu axit nucleic ma duoc chira trong
phén tir axit nucleic tai t6 hop. Thuat ngit nay bao gdm, vi du, cac vecto plasmit va cac
vecto virut (vi du, céc vecto adenovirut, lentivirut va retrovirut), nhu duoc biét 1 trong

linh vuc nay.

Theo mdt khia canh khdc, sang ché @ xuét phan tir axit nucleic tai td hop chtra
trinh tu axit nucleic (tha nhit) ma héa cho chudi a ctia hCG, trinh tu axit nucleic (thu
nhét) nay dugc chon tur trinh tw theo SEQ ID NO: 1; trinh tur ma co do tuong dong it
nhét 1 96,5% véi trinh tw SEQ ID NO:1 (vi du, trinh tw c6 do ddng nhét vé trinh tu it
nhét 13 96,5% v6i trinh tw SEQ ID NO:1); trinh tu ¢6 d6 tuong ddng it nhdt 12 97% véi
(vi du, ¢6 dd tuong ddng it nhit 13 98% hodc it nhét 1a 99% véi) trinh tw SEQ ID NO:1
(vi du trinh tu c6 do ddng nhat vé trinh tu it nhét 1a 97% véi (vi du, do dong nhat vé
trinh tw it nhit 98% hofc it nhit 99% v&i) trinh tw SEQ ID NO:1); trinh tyr theo SEQ
ID NO. 4; trinh tu c6 do tuong ddng it nhit 12 96,5% vd6i trinh tu SEQ ID NO: 4 (vi
du, trinh tw c6 d6 ddng nhat vé trinh tw it nhat 1a 96,5% vai trinh tw SEQ ID NO:14;
va trinh tu ¢6 d0 twong ddng it nhat 1a 97% véi (vi du, ¢6 do twong ddng it nhat 14 98%
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hoic {t nhat 1a 99% v6i) trinh ty SEQ ID NO:4 (vi dy trinh tw c6 do dong nht v& trinh
tur it nhét 12 97% v6i (vi du, dd ddng nhat vé trinh ty it nhat 98% hodc it nht 99% v6i)
trinh tu SEQ ID NO:4). Tét hon 13, phan tir axit nucleic tai to hop theo khia canh nay
cua sang ché gbm ca trinh tu axit nucleic duge t6i uru hoa ma hoa cho chudi a cia hCG
ngudi va trinh tu axit nucleic ma héa cho chudi B ctia hCG. Tt hon 13, trinh tu axit
nucleic (tht nhat) 1 dudi su kiém soéat ctia promoto ma 12 hoat tinh trong té bao chi.
Tét hon 14 phan tir axit nucleic tai t hop con gdm trinh ty axit nucleic thir hai ma héa
cho chudi B ctia hCG. Trinh tu axit nucleic thir hai ma hoa cho chudi p ciia hCG c6 thé

13 trinh tu theo SEQ ID No. 2.

Trinh tu axit nucleic thir hai c6 thé 1a dudi su kiém soat ciia promoto riéng biét
ma 13 hoat tinh trong t& bao chi. Trinh tu axit nucleic tha nhét va/hodc trinh tu axit

nucleic thit hai c6 thé dudi su kiém soat ctia promoto virut (vi du, promoto CMVie).

Theo mét khia canh khac, sang ché dé xuét t& bao chu chira hodc gdm phan tir
axit nucleic tai to hop nhu néu trén day (vi du, té bao chu chira phan tir axit nucleic tai
t6 hop chira trinh tw axit nucleic (thwr nhaf) ma hoa cho chudi a cua hCG, trinh tu axit
nucleic (tht nhét) nay dugc chon tir trinh tu theo SEQ ID NO: 1; trinh tu ma c6 do
twong ddng it nhit 14 96,5% véi trinh tw SEQ ID NO:1 (vi dy, trinh tw ¢6 do ddng nhat
v& trinh tu it nhat 12 96,5% véi trinh tu SEQ ID NO:1); trinh tir ¢6 do tuong dong it
nhét 12 97% véi (vi du, co d6 tuong ddng it nhét 12 98% hogc it nhat 1a 99% v6i) trinh
tur SEQ ID NO:1 (vi dy trinh t ¢6 d dong nhét vé trinh tyr it nhét 1a 97% véi (vi dy,
d6 ddng nhit v& trinh ty it nhit 98% hodgc it nhat 99% véi) trinh tw SEQ ID NO:1);
trinh ti theo SEQ ID NO. 4; trinh tw c6 do twong dong it nhét 1a 96,5% v6i trinh tw
SEQ ID NO: 4 (vi du, trinh tu ¢6 do dong nhit vé trinh ty it nhat 1a 96,5% véi trinh tw
SEQ ID NO:4); va trinh tu ¢6 do tuong ddng it nhat 1a 97% voi (vi du, ¢6 do tuong
ddng it nhét 1a 98% hodc it nhét 1a 99% véi) trinh tu SEQ ID NO:4 (vi du trinh tr ¢6
do d(“)tlg nhét v& trinh tu {t nhat 1a 97% véi (vi dy, do dong nhét vé trinh tur it nhét 98%
hoic {t nhit 99% véi) trinh tw SEQ ID NO:4).

Nguoi ndp don sang ché da phat hién ra rang cac té bio (céc té bao chu), cac
dong té bao két hop véi céc té bao chu nay, cic phén tir axit nucleic tai td hop, céc
polynucleotit va cac phuong phép theo sang ché c6 thé san xuit hCG tai to hop véi

hiéu suét va d6 tinh khiét cao (vi dy, v6i it chudi beta tw do).
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Theo mot khia canh khéc, séng ché dé& xut hCG tai to hop (“rhCG” hodc
“rechCG”) chia sur 02,3- va a2,6- sialyl hoa, trong d6 hCG tai td hop duge san Xuit
trong t bao nhu duge mé ta va yéu cdu bio hd theo sang ché. hCG tai t hop ¢6 thé
c6 ham lugng axit sialic [duoc biéu thi dudi dang ty s gitra s6 mol axit sialic v&i s&
mol protein] tir 12 mol/mol dén 20 mol/mol, vi du tir 12 mol/mol dén 15,5 mol/mol, vi
du tir 12 mol/mol dén 14,9 mol/mol. rhCG (hodc ché pham rhCG) ¢6 thé c6 ham luong
axit sialic 1a 12,5 mol/mol dén 14,5 mol/mol, vi du, ham luong axit sialic tir 12,8
mol/mol dén 13,2 mol/mol. thCG (hogc ché pham rhCG) theo sang ché c6 thé c6 ham

luong axit sialic 1a 13 mol/mol.

Trong cac vi du theo sdng ché, thCG ¢6 thé ¢6 mit dudi dang isoform duy nhit

hodc hon hop céac isoform.

hCG t4i tb hop (hodc ché phdm rhCG) dugc san xuat bang cac phuong phap va
cac té bao theo sang ché chira su 02,3~ va 02,6-sialyl hoa. Thuét ngit "sialyl hoa" co
nghia la luong gbc sialic ¢6 mit trén cac cAu tric hydrat cacbon ctia hCG. a2,3-sialyl
héa nghia 1a su sialyl héa & vi tri 2,3 (nhu da dugc biét o trong linh vuc nay); va a2,6-
sialyl hoa c6 nghia 1a su sialyl héa ¢ vi tri 2,6 (cling da duoc biét rd trong linh vuc
ndy). Do d6, ¢ day, cum tr “% cua tong muc sialyl hoa co thé 13 02,3-sialyl hoa” chi
% cua tdng sb gbc axit sialic c6 mat trong hCG ma dugc sialyl hoa ¢ vi tri 2,3. Thuat
nglt “% cua tdng murc sialyl hoa 1a a2,6-sialyl hoa” chi % cta tdng sb gde axit sialic
¢6 trong hCG ma duge sialyl hoa ¢ vi trf 2,6. Thuét ngfr “% cla tong mirc sialyl hoa
14 02,8-sialyl hoa™ chi % cua tdng sé gde axit sialic c6 trong hCG ma dugc sialyl hoa

O vitri 2,8.

rhCG (hodc ché phim rhCG) duge san xuét bang cac phuong phap va céac té
bao theo sang ché c6 thé c6 ctia 1% dén 99% cuia tong murc sialyl hoa 1a 02,3-sialyl
héa. thCG (hoic ché pham thCG) dugce san xuét bang cac phuong phép va céc té bao
theo sang ché ¢6 thé c6 1% dén 90% cua tong mirc sialyl héa la 02,3-sialyl hoa. thCG
(hodc ché pham rhCG) theo sang ché c6 thé c6 10% hodc nhiéu hon cua tong mtic
sialyl héa 1a a2,3-sialyl héa, vi du, 10% dén 90% tong mic sialyl hoa c6 thé 12 a2,3-
sialyl hoa. Vi du, 20, 30, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80 hodc 90% hodc nhiéu hon cua tong
muec sialyl hoa co thé 1a 02,3-sialyl hoa. 45% dén 80% cua tdng mirc sialyl hoa c6 thé
14 02,3-sialyl héa, vi du 50% dén 70% cta tong muc sialyl hoa ¢6 thé 1a a2,3-sialyl
héa, vi du 55 dén 65% ciia tdng mitc sialyl héa c6 thé 1a 02,3-sialyl héa. thCG (hodc
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ché pham thCG) c6 thé gdbm 02,3-sialyl hoa véi luong tir 65 dén 95% cta tong mirc
sialyl hoa, vi du tir 70 dén 90% cuia tong mc sialyl héa, vi du tir 85 dén 90% ciia tong

muec sialyl héa.

thCG (hodc ché phim rhCG) dugce san xuét bang cac phuong phép va cac té
bio theo sdng ché c6 thd c6 1 dén 99% clia tong mic sialyl hoa 13 62,6-sialyl héa.
thCG (hoic ché phim rhCG) theo séng ché c6 thé c¢6 5 dén 50% cua tong muc sialyl
héa 12 02,6-sialyl hoa. Vi du, 5 dén 45%, vi du 6 dén 40%, vi du 7 dén 30%, vi du 8
dén 20% clia tong mac sialyl héa c6 thé 1a 62,6~ sialyl hoa. thCG (hogc ché pham
rhCG) ¢6 thé gdm a2,6-sialyl hoa v6i lugng tir 20 dén 75% ciia tong mirc sialyl héa,
vi du tir 30 dén 60% cuia tong mitc sialyl hoa, vi du tir 35 dén 45% cta tong muc sialyl
héa. thCG (hodic ché phdm thCG) c6 thé gdm a2,6-sialyl héa véi luong tir 5 dén 35%
clia tong mic sialyl héa, vi du tir 10 dén 20% cua tdng mic sialyl héa. Vidu 11 dén

55% ctia tong mic sialyl hoa cd thé 14 02,6- sialyl hoa.

rhCG hoic ché phidm rhCG dugce san xuét bang cac phuong phéap va cac té bao
nay c6 thé tity ¥ con chira 02,8 sialyl héa. rhCG (hodc ché phiam rhCG) theo sang ché
¢6 thé ¢6 5% hodic nhé hon ciia tong mirc sialyl hoa 12 02,8-sialyl héa, vi du, 0 dén 4%,
vi du 0,1 dén 4% ctia tdng muc sialyl hoa ¢6 thé 1a a2,8-sialyl hoa. thCG (hodc ché
phdm rhCG) theo sang ché ¢6 thé khong c6 62,8-sialyl hoa.

thCG (hodc ché phdm rhCG) dugc san xuét bang cac phuong phap va cac té
bao theo sang ché c6 thé c6 ham lugng axit sialic (lugng sialyl hoa trén phan tit hCG)
1 (tinh trén khdi luong protein, thay vi khéi lwong ctia protein cong véi hydrat cacbon)
14 6% hodc 16n hon (vi dy, ndm trong khoang tir 6% dén 15%, vi du, nam trong khoang
tir 7% dén 13%, vi du, nim trong khoang tir 8% dén 12%, vi dy, nim trong khoang tur

11% dén 15%, vi du, nam trong khoang tir 12% dén 14%) theo khdi luong.

rhCG (hoac ché phém rhCG) co thé duoc san xuét hodc duoc biéu hién trong
dong té bao ngudi, vi dy, dong té bao PER.C6®, dong té bao HT1080 v.v.. thCG (hodc
ché phém rhCG) ¢o thé duoc san xuét hodc duoge biéu hién trong dong té bao thu duogc
fir ngudi hodc dong té bao ngudi duge bién ddi, vi du, dong t& bao thu duoc tir
PER.C6® hoiic dong té bao PER.C6® duogc bién ddi, dong té bao HT1080 duge bién
dbi hodc dong té bao thu duge tr HT1080 v.v.. Theo vi du dugc wu tién, thCG dugce

san xuét hodic dugc biéu hién trong dong té bao PER.C6®, dong té bao thu duge tir
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PER.C6® hoiic dong té bao PER.C6® duge bién dbi. rhCG ma duge san xut hodc
duoc bidu hién trong dong té bao nguoi (vi du, dong té bao PER.C6®, dong té bo
HT1080, dong t& bao GT-5s) s& chita mdt s axit sialic lién két 02,6 (42,6 sialyl hoa)
duoc tao ra bdi hoat tinh sialyl transferaza noi sinh [cia dong té bao] va s& gdbm mot
s6 axit sialic lién két 02,3 (02,3 sialyl hoa) dugc tao ra boi hoat tinh sialyl transferaza
ndi sinh [cta dong t& bao]. Dong té bao nay ¢6 thé duge bién dbi bang cach st dung
a2,3-sialyltransferaza. Cach khéac hodc ngoai ra, dong té bao nay c6 thé dugc bién dbi
bang cach st dung a2,6-sialyltransferaza. Didu nay c6 thé don gian héa (va 1am cho
hiéu qua hon) phuong phép san xuét vi thao tac va su kiém soat, vi du, mdi trudong sinh
trudmg t& bao dé gift sy sialyl héa c6 thé 1a it han ché hon véi cac quy trinh da biét.
Phuong phap nay cling co thé hiéu qua hon vi ¢6 it thCG co ban dugc tao ra hon so
vO1 viéc san Xuat cac san phém thCG da biét; thCG c6 tinh axit hon dugc tao ra va

viée tach/loai bd hCG co ban it khé khin hon.

thCG ¢6 thé duge san Xuét bﬁ‘mg cach str dung a2,3- sialyltransferaza, vi du,
duoc san xuat bang cach st dung dong té bao nguoi dugc bién ddi st dung 02,3-
sialyltransferaza. thCG c6 thé chta cac axit sialic lién két 02,6 (02,6 sialyl hoa) dugce
tao ra boi hoat tinh sialyl transferaza ndi sinh. thCG ¢6 thé duoc san xudt bang cach
st dung 02,3- va/hodc a2,6-sialyltransferaza, vi du duoc san xuét bang céch st dung
dong té bao ngudi dugce bién ddi str dung 02,3-sialyltransferaza va/hodc a2,6-sialyl-

transferaza.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuit hCG tai to hop hodc ché phém hCG
tai to hop nhu duge m6 ta ¢ ddy ma duge san xuét hodc duoc biéu hién bﬁng cac

phuong phap duge md ta & day.

Céu triic thCG chua céc gbe glycan. Sy phan nhanh c6 thé dién ra v6i két qua
la glycan co thé ¢6 1, 2, 3, 4 hoic nhiéu géc duong tan cting hodc cac "rau", nhu dugc
biét 18 trong linh vuc nay. thCG theo cac khia canh cta sang ché ¢6 thé c6 cac glycan
véi cac ciu trac glycan mot rdu va/hodc hai rau va/hodc ba rau va/hodc bdn rau. thCG
6 thé gém céc cu tric glycan mdt rdu va/hodc hai rdu va/hodc ba rau va/hodc bdn
rau, vi du véi lugng tuong dbi nhu sau: 0,1 dén 3% mot rdu; 65% dén 85% hai rau;
15 dén 25% ba rau va 0,5 dén 1,5% bdn rau (vi du, nhu duge thé hién bang cach phan
tich WAX dbi véi céc glycan cé dién tich).
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Theo mdt khia canh khéc, séng ché d& xuét duoc phdm chira hCG téi t6 hop
(thCG) ¢6 a2,3-sialyl hoa va a2,6-sialyl héa, trong d6 hCG tai td hop nay duoc san
xuét bang cac phuong phap va/hodc cac t& bao duoc boc 16 & day. thCG c6 thé cé ham
lugng axit sialic [duoc bidu thi dudi dang ty s gitta s6 mol axit sialic véi s mol
protein] tur 12 mol/mol dén 15,5 mol/mol, vi du tir 12 mol/mol dén 14,9 mol/mol (vi
du nhu dugc néu & phﬁn trén). thCG cé thé c6 ham luong axit sialic 1a 12,5 mol/mol
dén 14,5 mol/mol, vi du, him lugng axit sialic tir 12,8 mol/mol dén 13,2 mol/mol. T6t

hon 1a thCG theo sang ché ¢ thé c6 ham luong axit sialic 1 13 mol/mol.
Duoc phdm nay cling c6 thé chtra thém FSH va/hodc LH.

FSH c6 thé thu duoc bing phuong phap bit ky di biét trong linh vuc nay. FSH
nhu duge st dung & ddy gém FSH tai t6 hop va thu duoc tir nguoi. FSH thu duoc tir
ngudi ¢6 thé duoe tinh ché tir ngudn thich hop bat ky (vi du, nudce tiéu) bang phuong
phap bat ky da biét trong linh vuc nay. FSH c6 thé 1a FSH téi t6 hop — vi du duge biéu
hién trong dong € bao ngudi. Cac phuong phép biéu hién va tinh ché FSH téi tb hop

d3 duoc biét 15 trong linh vuc nay.

LH c6 thé thu duoc bang phuong phap bét ky da biét trong linh vuc nay. LH,
nhu duoc st dung & ddy, gom LH tai td hop va thu duge tir ngudi. LH thu duoc tur
ngudi ¢6 thé duge tinh ché tir ngudn thich hop bat ky (vi du, nuéce tiéu) bang phuong
phép bat ky da biét trong linh vuc niy. Cac phuong phap bicu hién va tinh ché LH tai

td hop da duoc biét rd trong linh vuc nay.

Duoc phém c6 thé dé, hoac dé sur dung trong viéc, diéu tri chimg v6 sinh, vi du
dé st dung trong, vi du, cdc cdng nghé hd tro sinh san (assisted reproductive
technologies - ART), gdy rung tring hodc bom tinh tring vao budng tr cung
(intrauterine insemination - IUI). Dugc phém c6 thé dé, hoac dé sir dung trong viéc,
kich hoat su chin / rung trimg va lutein hoa (hoang thé hoa), kich thich phat trién nang
trimg ¢ phu nit bi thiéu hut LH va FSH trAm trong, va/hodc trong viéc hd tro hoang thé
(thCG/rLH). Duoc phdm c6 thé dé, hodc dé sir dung trong viéc, gy phat trién don
nang & phu nit khong rung trimg WHO Typ II (vi du, thCG véi rLH), dé tang cuong
dap Ung da nang véi viéc mdi LH & cac bénh nhan trai qua COH (vi du, thCG véi
rLH), va d& bd sung vao COH dé cai thién ty 1& lam to/mang thai (vi dy, thCG véi

rLH), vd/hodc ting ty 1¢ mang thai trong cac cong nghé hd tro sinh san. Dugc pham
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ndy cé the 1a d€, hodc dé sir dung trong viéc, ngén nglra sy sy thai, va/hodc ngdn nglra
su sinh non. Duoc pham nay c6 thé 1a d€, hodc dé s dung trong viée, dicu tri bénh lac

ndi mac tr cung.

Duogc phém nay cé thé duoc sir dung, vi du, trong cdc chi dinh y hoc ma trong
d6 cac ché phAm hCG da biét dugc st dung. Sang ché con dé xuit viéc sir dung rhCG
va/hodc ché pham rhCG duge mo td & day (theo cac khia canh ctia séng ché) dé, hoic

trong viéc san xuat thuoc dé diéu tri chimg vo sinh.

Céc duoc phim theo séng ché c6 thé duge phdi ché thanh cac ché pham da dugc
biét rd dé dung theo dudng bat ky, vi du, qua duong miéng, qua truc trang, ngoai dudng
tiéu hda, qua da (vi du, cong nghé miéng déan), trong tinh mach, trong co, dudi da,
trong bé, trong 4m dao, trong mang bung, tai chd (bot, thubc m& hodc thubc nho giot)
hoic dudi dang thude phun vao miéng hodc miii. Ché phdm dién hinh chira chét mang
duogc dung, nhu dung dich nuée, ta duge khong doc, gém mudi va cac chit bao quan,
cac chét dém va cac chét twong tu, nhu duge md té trong Remington’s Pharmaceutical
Sciences fifteenth edition (Matt Publishing Company, 1975), ¢ céac trang 1405 dén
1412 va 1461 — 87, va national formulary XIV fourteenth edition (American
Pharmaceutical Association, 1975), v.v.. Vidu vé c4c chit mang, chit pha lodng, dung
méi hodc chit dan dung cho duoc pham chira nuéc hogic khong chira nude thich hop
bao gdm nudc, etanol, céc rugu da chire (nhu glyxerol, propylen glycol, polyetylen
glycol va céc rugu tuong tu), carboxymetylxenluloza va cac hdn hop thich hop cia
chung, cac dau thuc vat (nhu dau oliu), cac este hitu co tiém duge nhu etyl oleat. Céac
ché phim theo séng ché cling c6 thé chira cac chét phu gia nhu, nhung khong chi giéi
han &, cac chat bio quan, cac chét 1am u6t, cac chét nhii hoa, va cac chét 1am phén tan.
Céc chét khang khuan va céc chét khang ndm c6 thé duge dua vao dé ngan nglra su
sinh trudng cua vi sinh vat va gém, vi du, m-cresol, ruou benzylic, paraben, clobutanol,
phenol, axit sorbic, va cic chét trong tu. Hon nita, cling ¢6 thé mong mudn chira thém

céc chit dang truong nhu dudng, natri clorua va cac chét tuong tu.

Trong mdt sb truong hop, dé c6 tac dung kéo dai, mong mudn 13 1am cham su
hép thu hCG (va c4c thanh phin hoat tinh khéc, néu ¢6) tir viée tiém dudi da hoge trong
co. Didu nay c6 thé dat dugc bang cach st dung hon dich 16ng chta vat liéu tinh thé
hodc v6 dinh hinh véi do tan trong nude thép. Téc do hdp thu hCG khi d6 phu thude

vao tde do hoa tan cia no, te dd hoa tan nay c6 thé phu thudc vao cd tinh thé va dang
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tinh thé. Theo céch khac, ¢6 thé dat duoc su hép thu chdm d6i véi ché phém két hop
hCG dung ngoai duong tiéu héa bang cach hoa tan hodc tao hdn dich ché pham két
hop hCG nay trong chit din dang dau. Dang thudc tiém c6 thé duogc tao ra bang cach
tao nén vi nang hCG (va céc chét khéc, néu co) trong cac polyme c6 thé phan huy sinh
hoc nhu polylactit-polyglycolit. Tty thudc vao ty 1& hCG so v6i polyme va ban chat
cua polyme cu thé duogc sir dung, tbc do giai phong hCG co thé duoc kiém soat. Vi du
v& céc polyme c6 thé phan huy sinh hoc khac gbm polyvinylpyrolidon, poly(orthoeste),
poly(anhydrit) v.v. Céc ché phim tiém duoc ciing duge bao ché bing cach bdy hCG
trong céc liposom hodc céc vi nhil tuong ma twong thich v6i mé co thé. Cac ché pham
tiém duogc co thé duoc khi tring, vi du, béng cach loc qua bd loc gitr vi khuén lai, hozc
bang cach két hop cac chat kht tring & dang ché pham rén vo tring ma c6 thé hoa tan
duoc hodc phan tan dugc trong nude vo trang hodc moi truong tiém vo trung khac
ngay trudce khi str dung. Cac ché phim tiém duge c6 thé duoc cung cip trong d6 chira
thich hop bét ky, vi du, lo, 6ng tiém da nap trude, hop thudc tiém, va cac dang tuong

tur.

Céc ché pham (vi du, ché phdm tiém duorc) c6 thé duoc cung cip dudi dang sén
phdm ¢6 cic duge phdm chira hCG (tuy ¥ v6i FSH, LH v.v.). Néu ¢6 nhiéu hon mot
thanh phan hoat tinh (térc 1a hCG va vi du, FSH hodc LH) thi c4c thanh phan hoat tinh
nay c6 thé thich hop dé dung riéng ré hodc cing nhau. Néu duoge dung riéng 1€, viée
ding c6 thé 14 theo tudn tu. San phdm c6 thé dugce cung cép trong g6i thich hop bat ky.
Vi duy, séan phém ¢6 thé chira mot sb 6ng tiém da nap trudc hodc lo chira hodc la hCG,
FSH, hoiic 13 két hop ctia ca FSH va hCG. Ong tidm hodc lo ¢6 thé dugc déng gbi
trong goi dang phdng hodc cac phuong tién khéc dé duy tri sy vo trung. San pham c6

thé tity ¥ chira céc huéng din dé sir dung cac ché pham hCG va FSH.

Do pH va ndng do chinh x4c cua cac thanh phan khac nhau cua dugc pham
duoc didu chinh theo thuc tién thong thudng trong linh vuc nay. Xem GOODMAN
and GILMAN’s THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR THERAPEUTICS, 7
ed. Theo phuong an duogc uu tién, cac ché phim theo sdng ché duoc cung cp dudi
dang cac ché phdm dé dung ngoai dudng tiéu hoa. Cac phuong phéap chung dé bao ché
céc ché phdm diing ngoai duong tiéu hoa da duoc biét dén trong linh vuc ndy va dugc
md t& trong REMINGTON; THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY,

supra, ¢ cac trang 780-820. Cac ché pham dung ngoai dudng tiéu hoa co thé dugc cung
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cap dudi dang ché pham long hodc dudi dang cht rdn ma s& duogc tron véi mdi truong
tiém duoc vo trung ngay trude khi ding. Theo mot phuong an, céac ché phdm ding
ngoai dudng tiéu héa duge cung cap dudi dang don vi licu luong dé dé dung va lam

ddng déu lidu luong.
Vi du thwc hién sang ché

Cécvidul dén7
Téng quan vé quy trinh phat trién dong té bao

Plasmit don mang céc chudi hCG alpha va beta, mdi chudi duge dan tir
promoto CMVie riéng r€, dugc chuyén nhiém vao céc té bao PER.C6® bing phuong |

phép dién chuyén.

Plasmit ndy d4 mang cassette gen khéng neomycin (Fig.4) cho phép chon loc
cac chét chuyén nhidm str dung G418 (Geneticin). Cac phin gép cac chét chuyén
nhiém duogc nhan rong va sau d6 duge dem tach dong pha lodng han ché trong cac dia
96 15 dudi su chon loc G418. Cac dong tach dong dwoc nhin rng va cac khuén lac
biéu hién cao dugc xac dinh dya trén do chuin hCG trong dich ndi médi truong nudi

cay te bao.

Nam dong dan d4u duoc chon loc, dua trén ning suit cao, va sau d6 mdi dong
dugc chuyén nhidm béng plasmit tht hai biéu hién gen 02,3-sialyltransferaza
ST3GAL4 cung véi chi thi chon loc Hygromycin (Fig 5). MBdi trong s6 nim phan gép
chuyén nhiém dugc nhan rong va cac dich ndi mbi trudng nudi chy té bao duoc danh

gia vé& ndbng @9 hCG va duge dong hoc (PK) in vivo.

Céc phan gop nhiéu trién vong sau d6 duoc dem thuc hién chu ky tach dong
pha lodng han ché khac. Cac dong thu duge duge nhén rong va cac dich nbi moi
trudng nudi cdy té bao duoc danh gia vé ndng d6 hCG va galactoza 10 ra trén protein
hCG (bing phuong phap ELISA lectin). Céc dong c6 mirc galactoza 19 ra thap duogc
dem thuc hién cac thir nghi¢m khéc bao gém PK in vivo. Cac dong ma tao ra hCG véi
bién dang PK t6i uu, c6 mic galactoza 10 ra thip va biéu hién protein & mirc cao dugc

danh gia va dugc chon theo nang suét va cac dic tinh sinh trudng.
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Vi du 1: Chon loc trinh tu va céc vecto plasmit

Vung gen ma héa cho polypeptit hCG alpha dugc thé hién trén Fig.1. Vung gen
m4 hda cho trinh tu polypeptit hCG alpha dugc d& cap ¢ day 1a SEQ ID NO: 1.

Ving gen mi héa cho polypeptit hCG beta dugc st dung theo Fiddes and
Goodman (1980). Trinh tw nay dugc dit trong ngan hang dudi s6 hiéu NP_000728 va
12 pht1 hop v6i céc trinh tu protein CGbeta3, CGbeta5 va CGbeta?7. Trinh tu nay dugc
d& cap & day 1a SEQ ID NO: 2

Ving gen mi héa cho beta-galactosit alpha-2,3-sialyltransferaza 4 (02,3-
sialyltransferaza, ST3GAL4) dugc st dung theo Kitagawa and Paulson (1994). Trinh
tw ndy duogc dat trong ngan hang dudi s6 hiéu 123767 va duoc dé cap ¢ day la SEQ
ID NO: 3.

Hai plasmit dugc st dung: plasmit thir nhét, phCG, dong biéu hién cac chudi
hCG alpha va beta; va plasmit thir hai biéu hién gen sialyltransferaza ST3GAL4.

Vi du2a: Chu triic cia vecto biéu hién hCG

phCG 14 chudi alpha tdng hop ctia hCG, duge t61 wu hoa dé sir dung codon trong
céc t& bao dong vt co vi gdm peptit tin hiéu hCG alpha tu nhién. N6 c6 thé duoc xir

Iy bing cac phuong phap da duoc biét r5 trong linh vuc ndy.

Trinh tu ma héa cua polypeptit hCG alpha (SEQ ID NO: 1) va polypeptit hCG
beta (NP_000728, SEQ ID NO: 2) duge khuéch dai bing PCR st dung céc phuong
phap da duoc biét 13 trong linh vuc nay (xem, vi du, cong bd don qubc t& sb
WO02011/042688). ADN ctia phCG alpha dugc tiéu hoa v6i BamHI va Nhel va duoc
chén vao céc vi tri BamHI va Nhel trén vecto biéu hién cta dong vat c6 vu dugce din
bing CMV (vecto Crucell pcDNA3002Neo). Vecto nay dét gen nay theo hudng chinh
xé4c dé su biéu hién duge din dit bang promoto CMVie véi tin hiéu BGH polyA xudi
chidu. Gen hCG beta tu nhién chira peptit tin hiéu tu nhién dugc ti€u hoa bang céac
enzym gi6i han Ascl va Hpal va dugc chén vao céac vi tri Ascl va Hpal nhd d6 su biéu
hién s& duoc dan dt béng promoto CMVie thir hai véi tin hiéu BGH poly A xudi chiéu
b sung. Khung vecto ndy con chira chi thi khang neomycin cling nhu cac yéu td can
thiét dé chon loc va sao chép trong céc t& bao nhan so. Vecto nay duge khuéch dai va

duoc giai trinh tu béng cach str dung céc phuong phip chung da biét trong linh vuc
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nay. Cac trinh tu cua chudi hCG alpha dugc td1 wu hoa va chudi hCG beta tw nhién

(kiéu dai) 1an lugt dwoc dua ra trén Fig.1 va Fig.2.

T4t ca céc khudn lac duoc chon aé giai trinh tu déu chira céc trinh tu chinh x4c
theo SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2. Plasmit phCG A+B duogc chon dé chuyén nhiém
(Fig.4).

Vi du 2b: Céu tric cua vecto biéu hién ST3

Gen ST3GAL4 duoc biéu hién trén pST3. Trinh tu ma hoa cla beta-galactosit
alpha-2,3-sialyltransferaza 4 (ST3, L23767, SEQ ID NO: 3, Fig.3) duoc khuéch dai
béng PCR sir dung két hop doan mdi 2,3STfw va 2,3STrev.

2,3STfw 5’-CCAGGATCCGCCACCATGTGTCCTGCAGGCTGGAAGC-3’
2,3STrev 5°-TTTTTTTCTTAAGTCAGAAGGACGTGAGGTTCTTG-3’

ADN ST3 duoc khuéch dai thu duge dugce tiéu hoa bang cac enzym gidi han
BamHI va AfII va duge chén vao cac vi tri BamHI va AfIIT trén vecto biéu hién cta
dong vat c¢6 va dugc dan dét bang CMV, vecto ndy mang chi thi khang hygromycin
(vecto pcDNA3002Neo) nhd d6 né duoce dinh vi xudi chiéu v6i promoto CMVie va
nguge chidu véi trinh tw BGH polyA. Khung vecto ndy con chta chi thi khang
hygromycin ciing nhu cac yéu t6 can thiét dé chon loc va sao chép trong céc té bao
nhan so. Vecto nay dugc khuéch dai nhur dd dugc md ta va dugc giai trinh tw. Dong
pST3#1 (Fig.5) chira trinh ty chinh x4c theo SEQ ID NO: 3 va duoc chon dé chuyén
nhiém.

Vi du 3: Chuyén nhiém plasmit

Plasmit phCG (Fig.4), ma c6 vi tri Pvul don nidm trong gen beta-lactamaza
nhan so, duge dudi thing véi Pvul (New England Biolabs Cat. No. R0150). ADN

plasmit dudi thang dugc chuyén nhiém vao céc té bao PER.C6® nhu sau.

Céc moi trudong nudi cdy té bao duoc gift trong mdi truong PERMAB day dua
(CD4PERMAB (Hyclone Cat. No. SH30871.01) duge bd sung bang L-glutamin dén
ndng do cubi cling 1a 3mM (Invitrogen Cat. No. 25030-123) va Pluronic F68 & nong
d6 cudi cing 13 1,0g/L (Invitrogen Cat. No. 24040-032) trong binh Erlenmeyer dung
tich 250ml. Céc t& bao duoc gitt trong ti ap lic (Kuhner Climo-shaker ISF1-X) diéu
chinh & téc d6 lic 100 vong/phit, 5% CO» va 37°C, trong it nhat 14 ngdy trude khi
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chuyén nhidm. 48 gio trude khi chuyén nhiém, céc t€ bao dugc chuyén vao moi truong

méi & mat do 0,5x106 té bao/ml.

Vao ngdy chuyén nhiém, cac té bao duge dém trong thiét bi Beckman Coulter
ViCell XR d& xac dinh mat do té bao va dé dam bao kha nang séng sot 14 >90%. Céc
té bao dugc thu hoach bang cach ly tim va tai tao huyén pht trong mdi trudng
PERMAB méi truée khi dugc tron véi ADN phCG dudi thing. Hon hop t€ bao/ADN
duoc sdc dién trong khoang ctia may xung dién duoc diéu chinh ¢ dién ap 250V trong
5 mili gidy (ms), trude khi duge nhanh chéng chuyén vao 10ml méi trudong PERMAB
dd duoc lam 4m trude. Quy trinh ndy dugc lap lai tong cong 6 1an va toan bd 6 dich
chuyén nhiém dugc gop lai vao mdt binh nudi cdy mo T-175cm?. Binh nay dugc dat
trong ti &p tinh duoc didu chinh & 37°C, 5% COx. Sau 48 gid, cac té bao dugc tai tao
huyén phu trong thé tich thich hop cia mdi trudng PERMAB chon loc (mdi truong
PERMAB diy du + G418 (125pg/ml)) dé thu duoc mat do t& bao song sot la
0,5x10%/ml.

MOoi truong gdp lai ndy duoc céy chuyén hai 1An m&i tudn, duy tri té bao & mat
d6 0,3x106 té bao/ml trong mdi trudng chon loc cho dén khi kha ning sdng sét té bao
gia tdng dén >50%. Tai thoi diém nay, cac t& bao duoc chuyén vao moi trudng nudi
cdy lac trong binh Erlenmeyer dung tich 250ml. Sau vai tudn trong moi trudng nudi
cdy lac, dich ndi gbp lai duge Jdy mau va phan tich ndéng d6 hCG. Khi da x4c minh
ring phin gop 14 duong tinh dbi v6i sw bidu hién hCG, céc 1€ bao duge chuan b aé
tdc dong pha lodng han ché.

Huyén pht té bao & murc 0,3 té bao séng s6t duoc/ml duoc chuén bi trong mdi
truomg PERMAB duoc b sung G-418 & ndng do 125pg/ml. Huyén phi t€ bao duoc
phan phéi vao céc dia nudi cdy md day bang 96 15 & mire 200ul/16 va duge u trong
khi quyén dm & 37°C, 5% CO, (Binder CB150). Céc dia duoc quét déu dan sir dung
thiét bi Genetix Clone Select Imager dé theo ddi su sinh trudng cla cac t€ bao trong
mdi 19.

Sau hai tudn, 535 16 duoc xac dinh rﬁng chira cac khudn lac té bao sinh truéng
tich cuc. Céc dich ndi tir céc 18 nay dugc ldy mau va duoc phan tich hCG béng cach
str dung kit ¢6 ban trén thi truong (DRG diagnostics HCG ELISA Cat. No. EIA1469).

Dua vao céc két qua tir cac thit nghiém nay, tong cong 162 trong s6 cac khuan lac
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duoc chuyén vao céc dia 24 1 chita 0,5ml mdi trudng PERMAB chon loc/16. Khi cac
t& bao trong cac 13 12 gin dén mite hop dong, dich ndi tir mdi 15 trong 162 15 duoc lay
mau va dugc phan tich cdc mc hCG. Dua trén cac két qua nay, 91 trong s6 cac dong
té bao bidu hién ot nhat duoc chon dé nhan rong vao cac binh T-25. Cac dong té bao
nay dugc sinh truéng 14n nita dén mirc gén hop dong, tai thoi diém do6, cac dich ndi
dugc léy mau va duoc phan tich hCG nhu trén. Dua vao céc két qua nay, 58 dong té
bao bidu hién tdt nhét duoc nhan rong vao cdc binh T-75. Phan tich toe d6 san xuét
dic hidu (Specific production rate - SPR) dugc thuc hién dbi v&i mdi trong sb 58 dong
té bao nay bing cac phuong phép da biét trong linh vuc nay va nang sudt dac hiéu

duoc bidu hién theo pg/té bao/ngay.

Do @9, trong vi du nay, plasmit két hop véi cac chudi hCG alpha va beta dugc
chuyén nhidm vao céc té bao PER.C6® va céc chat chuyén nhiém dugc chon bang
cach st dung mdi truong chira G418. Cac khun lac té bao sinh trudéng dugc sang loc
dua trén né)ng do hCG trong dich ndi va cac khuén lac bidu hién murc cao nhét duoc
nhan rong tiép. Sau cac chu ky nhan rong va sang loc tiép theo, 20 dong ma biéu hién
hCG duoc chon dé nghién ctru su sinh trudng va nang sudt. Dua trén cac két qua cia
c4c nghién ctu nay, 5 dong duoc chon dé chuyén nhiém véi plasmit thtr hai két hop

gen ST3GALA4.
Vi du 4: Chuyén nhiém véi plasmit ST3GAL4 pST3
Céc dong dn dinh duoc tao ra nhu duge mo ta trong vi du 3.

Nam dong tbt nhat dugc san xuét bang phuong phap nhu duge md ta trong vi
du 3 dugc chon dé chuyén nhiém véi plasmit ST3GAL4 pST3 (xem Vidu 2, Fig.3 va
5). Viée chuyén nhidm dugc thuc hién bang cach dién chuyén st dung phuong phap
giéng nhu duoc md ta trong vi du 3, ngoai trir viéc cac chét bién nap duoc chon trong
mdi truong PERMAB day du dugc bd sung Hygromycin & ndng do 0,5ug/ml thay
cho G418. Str dung phuong phap ndy, thu dugc naim phdn g6p biéu hién hCG.

Céc mau dich ndi tir cac phdn gbp chuyén nhiém dwgc dénh gid trong md hinh
duoc ddng hoc ¢ chudt céng va, dua vao s6 liéu nay cling véi s6 liéu tr thr nghiém
gin két RCA-lectin (do muc galactoza 16 ra trén cac chudi hCG), phan gép duy nhit
duoc chon dé tich dong pha lodng han ché tiép, bang cac phuong phép da biét trong

linh vuc nay.
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Viéc tach dong pha lodng nay dat duge >600 dong, mdi dong ciing dugc sang
loc vé& su biéu hién hCG va mic do galactoza 16 ra nhu duoc do bing phuong phip
gin két RCA-lectin. Cac dong véi mic galactoza 1§ ra thip nhét dugc nhan rong tiép
va cac miu duge dem thtr nghiém PK in vivo va ching thuc s lidu gén két lectin.
Niam dong thu duge tir phan gép duy nhat ndy dugc danh gid tiép vé cac ddc tinh sinh

trudng va nang suat.

MBOi trong sb cac ddng nay dugce nhan rong va ngan hang té bao gdc gidng dugc
tao ra theo quy trinh bao quan dong lanh chuén. Céc té bao gdc tir ngén hang té bao

gbc gidng duoc rd dong va dugce phét hién 1a ¢6 thé sdng sot.
Vidu 5: Phan tich béng k¥ thuat hoi tu déng dién (isoelectric focussing).

bién di dugc dinh nghia 1a sy van chuyén céc phan tir c6 dién tich qua dung
mdi bang dién truong. Kha ning di dong cta phan tir sinh hoc qua dién truong s€ phu
thudc vao truong luc, dién tich toan phﬁn trén phén ttr, ¢d va hinh dang phan tr, cudng

dd ion va cdc tinh chat ciia mdi trudng ma cac phan tir di chuyén qua no.

Hoi tu dang dién (Isoelectric focusing - IEF) 1a ky thuét dién di dé tach cac
protein dua trén pl ctia chung. pl 1a 6 pH tai d6 protein khong c6 dién tich toan phan
va s8 khong di chuyén trong dién truong. Ham lugng axit sialic ctia cac isoform hCG
lam thay ddi nhe diém pl dbi v6i mdi isoform, didu nay c6 thé duoc khai thac bing

cach st dung k¥ thuat nay dé hién thi héa cac isoform hCG Per.C6 tir mdi dong.

Céc diém ding dién cua cac isoform hCG duge tao ra tir Per.C6 dugc phan tich
bang cach st dung k§ thuat hoi tu dang dién. hCG Per.C6 dugc tao ra nhu duge md ta
trong vi du 6. Cac mau hCG Per.C6 duoc tich trén cac gel IEF Novex® chita 5%
polyacrylamit trong cac didu kién tu nhién trén gradien do pH bang 3,0 dén 7,0 trong
dung dich chit dién ly ludng tinh c6 do pH bing 3,0 dén 7,0. Cac protein dugc hién
thi bang cach nhudém xanh Coomassie, st dung cdc phuong phap da duge biét r5 trong

linh vuc nay.

Fig.6 thé hién su phéat hién cac Isoform rthCG bé“lng k§ thuat IEF dugc nhudm
v6i xanh Coomassie trong cac ché pham duoc san xudt theo sang ché tir cac dong té
bao da duoc tach dong bang phwong phdp néu trong vi du 6 (Céc vach 4,5, 6 va 7,
15ug mdi vach); ché phim thu duoc tir CHO trong linh vuc nay, Ovitrelle (Vach 2,

15pg); va san pham tlr nude tiéu nguoi thu duoc tir phu nit mang thai, Novarel (Vach
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3, 15ug). Cac dai thé hién cc isoform ctia hCG chira s6 lwgng phén tir axit sialic khac
nhau. Fig.6 chi ra rang hCG tai t6 hop thu duge tu dong té€ bao ngudi duoc xu ly véi
a2,3- sialyltransferaza (cac ché phdm theo sing ché) ¢o tinh axit nhiéu hon so véi

Ovitrelle va hCG tir nu6c tiéu ctia phu nit mang thai.

Fig.7 so sanh ndng do ciia hCG (“alpha-beta hCG”) va chudi beta tu do (“beta
hCG”) dugce san xuat bang cach sir dung cac té bao theo sang ché (tirc 12 str dung céc
dong té bao dugc tao ra bang phuong phap dugc néu trong cac vi du 1 dén 4) ma chta
phan don vi alpha “duoc t8i wu héa”, so voi ndng dd ctia hCG (“alpha-beta hCG™) va
chudi beta tir do (“beta hCG”) dugce san xuét trong cac té bao vi du so sanh chira phan
don vi alpha kiéu dai (wild-type - WT). Fig.7 thé hién ring cac té bao theo séng ché
biéu hién luong hCG cao va luong du phan don vi beta tw do thap. Noi cach khac, hi¢u
sult va do tinh khiét cua hCG tai to hop dugc tao ra béng céc té bao va cac phuong

phap theo séng ché a3 duoc cai thién 13 rét.

Bang A thé hién phin trim cta phan don vi 8-hCG tu do trong cdc mau ban
tinh khiét cta cac mé hCG khéc nhau dwoc san xudt bang cach st dung céc té bao theo
sang ché (ttc 13, st dung cac dong té bao dugc tao ra bang phwong phap dugc néu
trong cc vi du 1 dén 4) ma chtra phan don vi alpha “duoc t61 wu héa” (“Opt. alpha
hCG”), so v6i phan trim ctia phan don vi B-hCG tu do trong cac mAu ban tinh khiét
ctia hCG duoc san xuét trong cac té bao vi du so sanh chiraphan don vi alpha WT (kiéu
dai) (“WT alpha hCG”), nhu dugc xdc dinh bang phuong phép sic ky HPLC Phenyl-
5PW ky nudéc.

Bang A thé hién rang cic té bao theo sang ché biéu hién lugng hCG cao va
luong du phan don vi beta tu do kha thip (5,7 dén 10,6%) so véi cac té bao chira phan
don vi alpha WT (64 dén 66%). N6i cch khac, higu suat va do tinh khiét cia hCG tai
t6 hop duoc tao ra bang cac té bao va cac phuong phép theo sang ché da duoc cai thién

rd rét.

-24-



31596

Bang A

% B-hCG tw do

Dong
(PHE - 5PW)

WT alpha hCG (1G2) | 64,1

WT alpha hCG (1G2) | 66,0

Opt. alpha hCG (13,8) | 5,7

Opt. alpha hCG (29) | 7,5

Opt. alpha hCG (29) 6,6

Opt. alpha hCG (29) | 10,6

Vi du 6: Tong quan vé san xuat va tinh ché

Quy trinh dugc phat trién dé san xuit hCG t4i td hop trong céc té& bao PER.C6
, cac té bao nay duoc nudi chy dudi dang huyén phil trong mdi truong khong chira
huyét thanh. Quy trinh nay dugc md ta dudi day va dugc ap dung cho mot sé dong té
bao PER.C6 sin xudt hCG.

hCG tai td hop tir dong dugc chuyén nhiém 02,3-sialyltransferaza dugc san xudt

bang cach str dung cdc phuong phép néu trong cac vi du 1 dén 4 trén day.

Céc té bao dugc sinh trudng trong céc binh lic trong mdi trudng 6GRO (SAFC)
cho dén khi dat dugc mat do té bao 1a 1 x10° dén 3x10° t& bao/ml. Céc té bao nay duoc
chuyén vao thiing phén (g sinh hoc béang thuy tinh dugc khudy, dung tich 5L véi mat
d6 khoang 1 x10° té bao/ml. Thung phéan (mg nay lam viéc theo phuong thirc truyén

dich st dung mo6i truong Properl (Lonza).

Sau d6, thuc hién tinh ché san pham rhCG bang céach str dung cac bude si€u loc
khéc nhau, séc ky bét giit trao doi anion va cation, sac ky ky nudc va sac ky gia ai luc,

bang cac phuong phap da duoc biét 5 trong linh vuc nay.

Trong tt ca cac quy trinh sic ky, sw c6 mit ctia hCG tai td hop phan tmg mién
dich duoc xac nhan bang k¥ thuat ELISA (DRG EIA 1469) va IEF (Vi du 5).

Vi du 7: Ham lugng axit sialic
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Axit sialic 13 hydrat cacbon gén két voi protein duge xem nhu 1a mono-sacarit
va xudt hién két hop véi cadc mono-sacarit khac nhu galactoza, manoza, glucosamin,
galactosamin va fucoza. Axit sialic tong trén rhCG dd tinh ché theo sang ché dugc do
bang cach str dung phuong phap dya trén phuong phap ctia Stanton et. al. (J. Biochem.
Biophys. Methods. 30 (1995), 37 — 48).

Ham luong axit sialic tdng ctia cc miu hCG t4i t& hop Per.C6 dugce bién dbi
bang 02,3- sialyltransferaza (duoc san xuit bang cac phuong phap néu trong vi du 4
va 6) duoc do va két qua duge thé hién trong bang 1 duéi day [dugc biéu thi dudi dang

ty 1¢ gifta s6 mol axit sialic v6i s6 mol protein].
Vi du 8: Thir nghiém sinh hoc hCG theo USP

Thtr nghiém sinh hoc hCG dugc thuc hién, dé x4ac dinh hoat tinh dic hiéu cta
hCG, dbi véi mdi miu trong sd cdc mau néu trong bang 1 dudi ddy. Hoat tinh duge do
theo USP (USP Monographs: Chorionic Gonadotropin, USPC Official 8/1/09-
11/30/09), st dung Ovitrelle 1am chuén. Ovitrelle ¢6 hoat tinh sinh hoc 1a 26.000
[U/mg (Curr Med Res Opin. 2005 Dec; 21(12): 1969 — 76). Gidi han chip nhan dugc
12 >21.000 TU hCG/mg. Hoat tinh sinh hoc dbi v6i cac miu hCG tai t6 hop thu dugce
tir dong té bao ngudi duge xir Iy bing a2,3- sialyltransferaza dwoc thé hién trén bang

1.

Bang 1
Mau 1 2 3 4 5 6
Ham lugng axit sialic .(SA) 13 13 13 13 13 15
(umol SA/umol hCG)

Hiéu luc IU/mg 25363 | 25009 | 24904 | 24623 | 25645 | 26623
Hiéu luc % 97,5 1962 [958 [94,7 |98,6 |1024
(Ovitrelle 26000 IU/mg)

Mau 7 8 9 10 11

Ham lugng axit sialic (SA) | 14 14 13 13 13
(umol SA/umol hCG)
Hiéu luc IU/mg 27227 | 26142 | 26539 | 26181 | 24230
Hiéu luc % 104,7 | 100,5 | 102 101 93,2

(Ovitrelle 26000 TU/mg)
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Nhu thdy duoc trén ddy, hidu luc 13 twong tw, va c6 thé 16n hon hiéu lyc cta

Ovitrelle (xem, vi du, mau 7).
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hCG alpha dugc t6i uu hoa
Trinh tu nucleotit ctia hCG alpha duoc t6i uu hoa (SEQ ID NO: 1)

1 ATGGACTACT ACCGGAAGTA CGCCGCCATC TTCCTGGTGA
CCCTGAGCGT GTTCCTGCAC

61 GTGCTGCACA GCGCCCCTGA CGTGCAGGAC TGCCCCGAGT
GCACCCTGCA GGAAAACCCC

121 TTCTTCAGCC AGCCTGGCGC CCCTATCCTG CAGTGCATGG
GCTGCTGCTT CAGCAGAGCC

181 TACCCCACCC CCCTGCGGAG CAAGAAAACC ATGCTGGTGC
AGAAAAACGT GACCAGCGAG

241 AGCACCTGCT GCGTGGCCAA GAGCTACAAC CGGGTGACCG
TGATGGGCGG CTTCAAGGTG

301 GAGAACCACA CCGCCTGCCA CTGCAGCACC TGCTACTACC

ACAAGTCCT
Trinh tu protein ciia hCG alpha dugc t61 wu hoa

1 MDYYRKYAAI FLVTLSVFLH VLHSAPDVQD CPECTLQENP
FFSQPGAPIL QCMGCCFSRA
61 YPTPLRSKKT MLVQKNVTSE STCCVAKSYN RVTVMGGFKV

ENHTACHCST CYYHKS

Polypeptit beta Chorionic Gonadotrophin cua nguoi
S hiéu truy cap NP_000728
Trinh tu nucleotit cia hCG beta (SEQ ID NO: 2)

Trinh tu nucleotit

1 ATGGAGATGT TCCAGGGGCT GCTGCTGTTG CTGCTGCTGA
GCATGGGCGG GACATGGGCA
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61 TCCAAGGAGC CGCTTCGGCC ACGGTGCCGC CCCATCAATG
CCACCCTGGC TGTGGAGAAG

121 GAGGGCTGCC CCGTGTGCAT CACCGTCAAC ACCACCATCT
GTGCCGGCTA CTGCCCCACC

181 ATGACCCGCG TGCTGCAGGG GGTCCTGCCG GCCCTGCCTC
AGGTGGTGTG CAACTACCGC

241 GATGTGCGCT TCGAGTCCAT CCGGCTCCCT GGCTGCCCGC
GCGGCGTGAA CCCCGTGGTC

301 TCCTACGCCG TGGCTCTCAG CTGTCAATGT GCACTCTGCC
GCCGCAGCAC CACTGACTGC

361 GGGGGTCCCA AGGACCACCC CTTGACCTGT GATGACCCCC
GCTTCCAGGA CTCCTCTTCC

421 TCAAAGGCCC CTCCCCCCAG CCTTCCAAGT CCATCCCGAC
TCCCGGGGCC CTCGGACACC

481 CCGATCCTCC CACAATAA

Trinh tu protein cua hCG beta

1 MEMFQGLLLL LLLSMGGTWA SKEPLRPRCR PINATLAVEK
EGCPVCITVN TTICAGYCPT
61 MTRVLQGVLP ALPQVVCNYR DVRFESIRLP GCPRGVNPVV
SYAVALSCQC ALCRRSTTDC
121 GGPKDHPLTC DDPRFQDSSS SKAPPPSLPS PSRLPGPSDT PILPQ

Beta-galactosit alpha-2,3-sialyltransferaza 4
S hiéu truy cap L23767

Trinh tu nucleotit cia ST3GAL4 (SEQ ID NO: 3)

1 ATGTGTCCTG CAGGCTGGAA GCTCCTGGCC ATGTTGGCTC
TGGTCCTGGT CGTCATGGTG
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61 TGGTATTCCA TCTCCCGGGA AGACAGGTAC ATCGAGCTIT

TTTATTTTCC CATCCCAGAG

121 AAGAAGGAGC CGTGCCTCCA GGGTGAGGCA GAGAGCAAGG
CCTCTAAGCT CTTTGGCAAC

181 TACTCCCGGG ATCAGCCCAT CTTCCTGCGG CTTGAGGATT
ATTTCTGGGT CAAGACGCCA

241 TCTGCTTACG AGCTGCCCTA TGGGACCAAG GGGAGTGAGG
ATCTGCTCCT CCGGGTGCTA

301 GCCATCACCA GCTCCTCCAT CCCCAAGAAC ATCCAGAGCC
TCAGGTGCCG CCGCTGTGTG

361 GTCGTGGGGA ACGGGCACCG GCTGCGGAAC AGCTCACTGG
GAGATGCCAT CAACAAGTAC

421 GATGTGGTCA TCAGATTGAA CAATGCCCCA GTGGCTGGCT
ATGAGGGTGA CGTGGGCTCC

481 AAGACCACCA TGCGTCTCTT CTACCCTGAA TCTGCCCACT
TCGACCCCAA AGTAGAAAAC

541 AACCCAGACA CACTCCTCGT CCTGGTAGCT TTCAAGGCAA
TGGACTTCCA CTGGATTGAG

601 ACCATCCTGA GTGATAAGAA GCGGGTGCGA AAGGGTTTCT
GGAAACAGCC TCCCCTCATC

661 TGGGATGTCA ATCCTAAACA GATTCGGATT CTCAACCCCT
TCTTCATGGA GATTGCAGCT

721 GACAAACTGC TGAGCCTGCC AATGCAACAG CCACGGAAGA
TTAAGCAGAA GCCCACCACG

781 GGCCTGTTGG CCATCACGCT GGCCCTCCAC CTCTGTGACT
TGGTGCACAT TGCCGGCTTT

841 GGCTACCCAG ACGCCTACAA CAAGAAGCAG ACCATTCACT
ACTATGAGCA GATCACGCTC

901 AAGTCCATGG CGGGGTCAGG CCATAATGTC TCCCAAGAGG
CCCTGGCCAT TAAGCGGATG

961 CTGGAGATGG GAGCTATCAA GAACCTCACG TCCTTCTGA
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Trinh tu protein cia ST3GAL4

1 MCPAGWKLLA MLALVLVVMV WYSISREDRY IELFYFPIPE

KKEPCLQGEA ESKASKLFGN

61 YSRDQPIFLR LEDYFWVKTP SAYELPYGTK GSEDLLLRVL
AITSSSIPKN IQSLRCRRCV

121 VVGNGHRLRN SSLGDAINKY DVVIRLNNAP VAGYEGDVGS
KTTMRLFYPE SAHFDPKVEN

181 NPDTLLVLVA FKAMDFHWIE TILSDKKRVR KGFWKQPPLI
WDVNPKQIRI LNPFFMEIAA

241 DKLLSLPMQQ PRKIKQKPTT GLLAITLALH LCDLVHIAGF
GYPDAYNKKQ TIHYYEQITL

301 KSMAGSGHNV SQEALAIKRM LEMGAIKNLT SF

Chudi hCG alpha dugc tdi wu hoa

Trinh tw nucleotit cia chudi hCG alpha dugce t8i wu hoa (SEQ ID NO: 4)

1 GCCCCTGACG TGCAGGACTG CCCCGAGTGC ACCCTGCAGG
AAAACCCCTT CTTCAGCCAG
61 CCTGGCGCCC CTATCCTGCA GTGCATGGGC TGCTGCTTCA
GCAGAGCCTA CCCCACCCcCC
121 CTGCGGAGCA AGAAAACCAT GCTGGTGCAG AAAAACGTGA
CCAGCGAGAG CACCTGCTGC
181 GTGGCCAAGA GCTACAACCG GGTGACCGTG ATGGGCGGCT
TCAAGGTGGA GAACCACACC
241 GCCTGCCACT GCAGCACCTG CTACTACCAC AAGTCCT

Trinh tu protein ctia chudi hCG alpha dugc t6i uu hoa

1 APDVQDCPEC TLQENPFFSQ PGAPILQCMG CCFSRAYPTP
LRSKKTMLVQ KNVTSESTCC
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61 VAKSYNRVTV MGGFKVENHT ACHCSTCYYH KS
Polypeptit hCG alpha

S6 hiéu truy cap AH007338

Trinh tu nucleotit ctia hCG alpha (SEQ ID NO: 5)

1 ATGGATTACT ACAGAAAATA TGCAGCTATC TITCTGGTCA
CATTGTCGGT GTTTCTGCAT

61 GTTCTCCATT CCGCTCCTGA TGTGCAGGAT TGCCCAGAAT
GCACGCTACA GGAAAACCCA

121 TTCTTCTCCC AGCCGGGTGC CCCAATACTT CAGTGCATGG
GCTGCTGCTT CTCTAGAGCA

181 TATCCCACTC CACTAAGGTC CAAGAAGACG ATGTTGGTCC
AAAAGAACGT CACCTCAGAG

241 TCCACTTGCT GTGTAGCTAA ATCATATAAC AGGGTCACAG
TAATGGGGGG TTTCAAAGTG

301 GAGAACCACA CGGCGTGCCA CTGCAGTACT TGTTATTATC
ACAAATCTITA A

Trinh tu protein ciia hCG alpha

1 MDYYRKYAAI FLVTLSVFLH VLHSAPDVQD CPECTLQENP
FFSQPGAPIL QCMGCCFSRA

61 YPTPLRSKKT MLVQKNVTSE STCCVAKSYN RVTVMGGFKV
ENHTACHCST CYYHKS
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YEU CAU BAO HQ

. Trinh tu polynucleotit chira trinh ty axit nucleic theo SEQ ID NO: 1; hodc trinh
tu axit nucleic c6 do déng nhét vé trinh ty it nhét 1a 97% véi axit nucleic c6

trinh tu SEQ ID NO: 1.

. Trinh tu polynucleotit chtra trinh tu axit nucleic theo SEQ ID NO: 4; hodc trinh
tu axit nucleic c6 do déng nhat vé trinh tu it nhat 13 97% véi axit nucleic ¢6

trinh tu SEQ ID NO: 4.

. Té bao, khac biét & chd, té bao nay chira trinh tu duoc hgp nhit vao hé gen cua
n6 ma héa cho chudi o ctia hCG dugce chon tir: trinh ty theo SEQ ID NO: 1;
trinh tu ma c6 do twong dong it nhét 14 96,5% voi trinh tu SEQ ID NO:1; trinh
tu ma ¢ do tuong dong it nhat 1a 97% véi trinh tw SEQ ID NO:1; trinh tu theo
SEQ ID NO. 4; trinh tuy ma c6 do tuong déng it nht 12 96,5% véi trinh tw SEQ
ID NO: 4; va trinh tu ma c6 do tuong ddng it nhit 1a 97% vdi trinh ty SEQ ID
NO:A4.

. Té bao theo didm 3, trong do té bao nay la té bio PER.C6®.

. Té bao theo didm 3 hoic 4, khic biét & chd, t& bao nay con chira cADN dugc
hop nhat vao hé gen clia né ma hoa alpha-2,3-sialyltransferaza.

. Té bao theo diém bat ky trong sb cac diém tir 3 dén 5, khac biét ¢ chd, t€ bao
nay con chia trinh ty axit nucleic duoc hop nhét vao hé gen ctia n6 ma héa cho
chudi B cta hCG.

. Phuong phép san Xuét protein tai t6 hop trong té bao, bao gdm bude nudi cly
té bao theo diém bt ky trong sb cac diém tir 3 dén 6 trong moi trudng thich hop

va thu hoach protein tai to hop tur t€ bao nay va/hodc moi trudng nay.

. Phuong phép theo diém 7, trong d6 protein tai t6 hop 1a hCG.
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Fig.4 va Fig.5: Cac ban dd plasmit cia cic vecto biéu hién
phCGalpha/beta va pST3. CMV = promoto cytomegalovirut, BGHp(A) =
trinh tu poly-adenyl héa hormon sinh truéng bo (Bovine Growth Hormone
poly-adenylation), fl ori = gbc sao chép fl, SV40 = promoto Simian Virut 40,
Neo = chi thi khang Neomycin, Hyg = chi thi khang Hygromycin, SV40 p(A)
= trinh tu poly-adenyl héa Simian Virut 40, hCG a = polypeptit alpha
gonadotropin mang dém & ngudi , hCG B = polypeptit beta gonadotropin
mang dém & nguoi, ST3GAL4 = 02,3-sialyltransferaza, STOGAL1 = 02,6-
sialyltransferaza, ColEl = gbc sao chép ColEl, Amp = chi thi khing

ampicillin.

Fig.4. Vecto biéu hién phCG

BGHp(A)
fl ori

L TTSVAD oni

" Y HNeo
| ——
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Fig.5. Vecto biéu hién a2,3-sialyltransferaza (ST3GAL4)

Amp
ST3GAL4

pST3

BGH p(A
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Fig.6: thé hién su phét hién cac Isoform rhCG béng k§y thuat [EF duge nhudm
v6i xanh Coomassie trong cac ché pham theo séang ché (Cac vach 4, 5, 6 va
7,15 pg mdi vach); ché pham thu duge tir CHO trong linh vuc nay, Ovitrelle
(Vach 2, 15ug); va san pham tir nuée tiéu nguoi thu duge tir phy nit mang
thai, Novarel (Vach 3, 15ug); chi thi IEF (Vach 1 (tinh tir dinh, pI 1an luot 1a:
7,0, 6,8, 6,5, 6,0, 5,1 va 4,75))

2 3 45 6 7

Fig.7
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