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sut cao tir dong té bao u tily trong moi truong nudi ciy khong chira protein. Phuong phap
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nuoi cdy héa hoc; (2) lam thich nghi véi méi trudng nudi cdy khong chira protein; nudi cay
té bao & mat do cao, va su dung hé thong 1én men chay tran 6 quy md phong thi nghiém;
va (3) sang loc dong té bao vo tinh bleu hién 6n dinh, c6 hiéu suat cao tir cac té bao sau khi
két thiic qua trinh 1én men. Dong té bao vo tinh nay cé thé duoc st dung dé tao ra khang
thé tai to hop da duoc lam gidng nhu khang thé ciia nguoi khang NeuGeGM3 14F7.
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Linh vue k§ thuat dwge dé cap |

Sang ché lién quan dén linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé la phuong phap
chon loc ¢6 hiéu qua cac dong t€ bao san xuét c6 dd dn dinh cao dé st dung trong
qua trinh 1én men chay tran nham tao ra céc khang thé trj liéu.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Khang thé tri liéu 1a mat hang dugc phém sinh hoc chu yéu trén thi truong
(Walsh G, 2014, Nature Biotechnology 2014, 32: 992 — 1000). M6t s6 khang thé tri
liéu da duge phé duyét dé ding trong diéu tri ung thu, cac bénh ty mién va cac bénh
man tinh khac va hang chuc khéng thé tai to hop dang trong cac giai doan phat trién
lam sang khac nhau (Biologic Medicines in Development, Phrma Report 2013,
www.phrma.org). Thong thuong, bénh nhén tiép nhan hang trim miligam khang thé

tri liéu trong mdi lidu dung, do d6 nhu cau vé phuong phép tao ra khang thé nay vai
hiéu sudt cao trén thé 2161 hién dang rat 16n.

Mdt s6 phuwong phap da dugc theo dudi nham lam ting hiéu suit cac dong té
bao cong nghiép, vi du, hé thong khuéch dai gen, su t6i wu hoa méi trudng nudi ciy
té bao va cac phuwong phap nham chon loc cac dong té bao san xudt c6 dd 6n dinh
cao. Bién d6i gen va thich nghi vé di truyén biéu sinh cua cac dong té bao u tay tai
t6 hop nhim tao ra cac khang thé trj liéu hién dang la mét linh vye nghién clru rat
canh tranh (Barnes et al., 2000, Cytotechnology 32:109-123; Barnes et al., 2007,
Biotechnol Bioeng 96:337-349).

Céc quy trinh san xuét trén co s& 1én men chay tran cho phép nudi cay té bao
mét d6 cao va ndng do khang thé tiém ning cao trong thu hoach san phim 1én men.
Tuy nhién, viéc nudi cdy té bao mat do cao doi hoi cac dong té bao vo tinh san xuét
phai ¢6 d6 6n dinh cao dé thuc su tdi wvu héa qua trinh san xuét khang thé. Moi
truong khong chira protein da duoc phat trién dé san xuat dwoc pham sinh hoc, vi
du, moi truong nudi cdy té bao PFHMII (tham khao tir Hyclone).

Céc dong té bao vo tinh NSO tao ra khang thé tai két hop da duoc diéu chinh
thanh céng dé sinh trudng trong méi trudng khong chira protein (WO 2004/038010
A1). Tuy nhién, viéc thich nghi véi mdi truong khong chira huyét thanh va qué trinh
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1én men lau dai tiép theo trong méi truong khong chira huyét thanh thuong di kém
véi viée mat hiéu suét té bao (Barnes va cong su, 2003, Biotechnol Bioeng 81: 631-
639, Barnes va cdng su 2004, Biotechnol Bioeng 85: 115-121). Cac dong té bao vo
tinh san xudt c6 do én dinh cao thich nghi dé sinh truéng trong moi trudng khong
chira protein ¢ thé duoc thu hdi tir cac dong té bao u tiy tai t6 hop khong on dinh
dé st dung trong cong nghiép (CN104152415A).

Nhung trén thuc té, dbi voi mot s6 dong té bao u tiy tai té hop, qua trinh
thich nghi tor moi truong khong chura huyét thanh dén moéi truong khong chia
protein 1a khong thé hoic mat thoi gian dai va di kém voi viéc mat kha niang san
Xuét khéang thé do su xuét hién cua quén thé té bao khong san xuat. Viéc sang tao ra
quy trinh chon loc cac dong té bao vo tinh c6 tiém nang trong cong nghiép bao dam
khéc phuc dugc cac nhuge diém néu trén.

Duoc phém sinh hoc, dac biét la cac khéang thé tri liéu, 1a cac phan tu
glycoprotein phure. Su thay d6i bat ky trong quy trinh san xuit c6 thé tao ra cac thay
db6i trong thudc tinh clia san pham. Khai niém vé phép so sanh di duoc dua ra dé
danh gi4 cac thay d6i nhu vdy trong thudc tinh cta san pham (Demonstration of
comparability of human biological products, including therapeutic biotechnology-derived
products, Trung tdm Pénh gia va Nghién ciru Sinh hoc (Center for Biologics
Evaluation and Research - CBER), Trung tdm Déanh gid va Nghién ctu thudc
(Center for Drug Evaluation and Research - CDER) thang 4/1996.

www.fda.gov/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances
fucm122879.htm; EU Guideline on Comparability of Medicinal Products containing
Biotechnology-derived Proteins as Active Substances: Quality issues (CPMP
December 2003). www.emea.europa.eu/pdfs/human/bwp/320700en.pdf; ICH Q5E:
Comparability of Biotechnological/Biological Products Subject to Changes in their
Manufacturing Process. EU: dugc théng qua boi CMPM, 1/12/2004,
CPMP/ICH/5721/03, ngay di vao van hanh: thang 06 ndm 2005; MHLW: duoc
thong qua 26/4/2005, Thong bao PFSB/ELD s6 0426001; FDA: duoc cong bd trong
bang ba lién  bang, tap 70, sb 125, 30/6/2005; 37861-
2www.ich.org/fileadmin/Public Web Site/ICH Products /
Guidelines/Quality/Q5E/Step4 /Q3E Guideline.pdf). Thay d6i dong té bao duoc
xem la mdt trong cac cai bién quan trong trong quy trinh san xuat. Do d6, mic du

viéc chon loc cac dong té bao c6 tiém niang trong cong nghiép 1a hoan toan can thiét
cho su phat trién ciia quy trinh san xudt nhung mot diéu rd rang 1a khong phai dong
té bao bt ky trong sé cac dong té bao duoc chon o dic tinh én dinh theo yéu cau
va tde do san xudt cao s& 1a phu hop vi cac thay d6i trong globulin mién dich da tiét
ra c6 thé anh hudng dén tinh chét sinh hoc. Pinh nghia vé thudc tinh nhan dién cta
mdi khang thé cu thé 1a didu kién tién quyét cho cac nghién ctu vé phép so sanh
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tiép theo bat ky lién quan dén su cai bién cua quy trinh san xudt, vi dy, quy mé san
xuét hodc dia diém san xut.

14F7 1a khang thé don dong (mAb) dic hiéu cho khang nguyén lién quan dén
khéi u N-glycolyl-GM3 gangliosit [GM3(Neu5Ge)] (Patent s6 ZL 99800261,5; Carr
et al.,2000, Hybridoma 19, 241-247). Khang nguyén nay da ting dugc phat hién
trong ung thu vu (Marquina et al., 1996, Cancer Res 56, 5165-5171; Oliva et al.,
2006, Breast Cancer Res Treat 96, 115-121), khdi u 4c tinh (Osorio et al., 2008,
Cancer BiolTher 7, 488-495), ung thu phdi té bao khong nho (van Cruijsen et al.,
2009, BMC Cancer 9, 180; Hayashi et al., 2013, Cancer Sci 104, 43-47), khéi u
Wilms (Scursoni et al., 2010, Pediatr Dev Pathol 13, 18-23), khéi u than kinh ngoai
bi (Scursoni et al., 2011, Clin Dev Immunol 245181), xa-com va ung thu biéu mod
tuyén giap (Blanco et al., 2013, Journal of Biomarkers, 602417) va khdi u 4c tinh &
h¢ tiéu hoa (Blanco et al., 2011, ISRN Gastroenterol 645641) va hé sinh duc niéu
(Blanco et al., 2011, ISRN Pathology, 953803). 14F7 mAb co thé tiéu diét cac té
bao khoi u biéu hién gangliosit theo cach doc lap bd thé (Carr et al., 2002, Hybrid
Hybridomics 21, 463-468; Roque-Navarro et al., 2008, Mol Cancer Ther 7, 2033-
2041). Phién ban da duoc lam giéng nhu khang thé cua ngudi ctia khang thé nay,
thu duge bang cach cai bién cac epitop cta té bao T tiém ndng cua nguoi (Pon yéu
cu cap patent sb 200480017457,8; Mateo et al., 2000, Hybridoma 19, 463-471) va
dat tén la 14F7h, gitt lai duoc cac dac tinh ctua khang thé cla chudt va thé kham
(Fernandez-Marrero et al., 2011, Immunobiology 216, 1239-1247). 14F7hmAb da
duogc lam giéng nhu khang thé cua nguoi ¢6 tiém ning trong viée didu tri cac khdi u
biéu hién GM3(NeuGc).

Tuy nhién, cac dong té bao u tay tai t& hgp NSO biéu hién khang thé 14F7h
dd mat kha ning séng sot trong mdi trudng nudi cdy t& bao mét do cao vi céc té bao
ndy biéu hién khang nguyén GM3 (Neu5Gc) va da bj tiéu diét bai khang thé gay
doc té bao da duoc tiét ra. Do do, cac khang thé da duoc lam gidng nhu khang thé
cua ngudi tai to hop 14F7h dd duge biéu hién & dong té bao u tay NSO ciia chudt
thiéu hut chét lién hop gluxit da duoc glycol hoa & vi tri N, do su bt hoat phién ma
gen (knock-down) cua enzym hydroxylaza ciua axit CMP-N-axetylneuraminic
(Fernandez-Marrero va cong su, 2011, Immunobiology 216, 1239-1247). Dong té
bao nhu vay di cho thay rat khé thich nghi dé sinh trudng trong moi trudong khong
chta huyét thanh.

Trong sang ché nay, cac tac gia sang ché da thiét 1ap phuong phap tiép can
méi dé phat trién céc dong té bao vo tinh san xuit ¢ do on dinh cao dé sur dung
duogc trong quy trinh 1én men chay tran. Theo phuwong phép nay, cc dong té bao vo
tinh thu hdi duge tir dong té bao u tiy NSO tai td hop tao ra khang thé don dong
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khiang GM3 (NeuGc). Thudc tinh nhan dién khang thé trj liéu ma xac dinh kiéu hinh
phan tir cho duge pham sinh hoc nay ciing duoc dé cap trong sang ché nay.

M3 ta chi tiét sang ché

Quy trinh ndy bao gdm cac dong té bao u tiy tai to hop ma trong dé qua
trinh thich nghi tr moi truong khong chura huyét thanh dén méi truong khong chira
protein 13 khéng thé hodc mat thoi gian dai va di kém voi viéc mat kha ning san
xuat khang thé do sy xuét hién ctia quan thé té bao khong san xuat. Budc sang tao
quan trong theo sang ché 1a qua trinh thich nghi dé sinh truéng trong méi trudng
khong chura protein ¢ mét do té bao cao (8-10x10° té bao/ml) lam ting tan suit cta
cac dong té bao vo tinh san xuit co do dn dinh cao.

Phuong phép theo sang ché bao gdm quy trinh 3 giai doan:
1. Lam thich nghi v&i mdi truong khong chira protein bang cich lam giam ting
budc thanh phan bd sung gidu lipit voi méi truong da duge xac dinh vé mat hoa hoc
trong mdi trudng nudi cy té bao 6n dinhg c6 mat do thap
2. Lam thich nghi v&i moi trudng khong chira protein trong mdi trudng nudi cdy co
mét d6 cao bang cach sir dung hé thng 1én men chay tran & quy md phong thi
nghiém
3. Chon loc dong té bao vo tinh san xuat co do on dinh cao tir cac té bao & thoi diém
cudi qua trinh 1én men

Giai doan thir nhat dugc thuc hién bing cach gia dong dong té bao trong moi
truong nudi cdy té bao khong chira protein (PFHMII) duoc bo sung 3-4 g/L chat
kich hoat té bao (Cell Boost) (dugc lam giau cholesterol, lipit va cac chat dinh

A +A han tAT da [ A trne bhndng QO_ 19« 1n6 4
LUl U

~ I +AaT A 0
dudn 1da \XV) dao dvug uong k‘uuaug u,7 — 1,2 X 1U (€

udng khac). Nong d6 t€ bao
bao/ml. Viéc lay chuyén theo chudi dugc thuc hién cho dén khi Xv dat dén tri s6
khong d6i. Nong d6 té bao ban dau sau mdi 1an lay chuyén duoc diéu chinh dén 0,4
— 0,5 x 10° té bao/ml. Sau bay lan lay chuyén chit kich hoat té bao (Cell Boost) chét
b6 sung duoc giam dén 1-2 g/L, va sau bdn 1dn 14y chuyén chét kich hoat té bao
(Cell Boost) khac ntra chét bd sung duoc loai bé hoan toan. Sau d6, cac té bao nay
duoc dé sinh trudng trong moi trudng khong chira protein ma khong c6 chit bo
sung bét ky trong hon 60 ngay. Xv dat duoc tri sé nim trong khodng tr 1,5 — 1,8 x
10° t& bao/ml v&i khoang 95% té bao sdng sot.
Déi v6i giai doan thir hai, cac t& bao sinh truong trong hon 60 ngay trong
mdi truong nudi ciy té bao PFHMII dugc gieo mam trong thiét bi phan tng sinh
hoc dung tich 5 lit. Bang cach sir dung dung cu chay tran bén ngoai nong do té bao
di sinh truong trong khoang tir 0,5x10° dén 10x10° té bao/ml. Quy trinh 1én men
kéo dai trong 24 ngdy. Tir ngdy thir 0 dén 16 té bao sbng sét duge duy tri trén 90%
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nhung sau ngay thir 16 té bao sdng sot giam xudng dudi 80%. Nong do khang thé
trung binh trong qua trinh thu hoach té bao 1a 30 — 40 mg/ml. Céc té bao & cudi giai
doan 1én men (16n hon 500 gid sinh truong trong moi trudng khong chira protein)
duoc lam dong lanh va cat gift trong nito long (Ngan hang té bao san xuat cudi -
end production cell bank, EPCB).

Theo phuong 4n thuc hién khac cta sang ché, dong té bao vo tinh san xudt
c6 d6 6n dinh cao tir cac té bao & thoi diém cudi qua trinh 1én men dugc chon loc.
Céc té bao da duoc gid dong tir EPCB duoc dua vao tich dong vo tinh té bao bing
phuong phap pha lodng giéi han (Freshney R., 2010, Culture of animal cells: a
manual of basic technique and specialized applications (6th ed.). Hoboken, N.J.:
Wiley-Blackwell. pp. 208-211). Khang thé da tiét trong dich ndi cta méi truong
nudi cay té bao dugc do bang phuong phip ELISA bing cach s dung khang thé
khang idiotyp MAb khang 14F7h 4G9 lam khang nguyén bat giir. Dich n6i cia moi
truong nudi cay té bao dwoc pha lodng véi ty 18 1/500. Cac dong vo6 tinh thu duogc
tri 6 hé\p thu trén tr1 ) trung binh duoc chon loc dé xac dinh dic diém tiép nho
dém té bao theo dong chay (Thiét bi dém t& bao theo dong chay - FACS). Viéc
nhudm globulin mién dich ndi bao duoc thuc hién béng cach str dung khang thé IgG
khang nguoi duoc lién hop véi FITC va duge do bang FACS (Pluschke et al., 2011,
BMC Proceedings 5,Suppl 8:P97). Mat d0 huynh quang trung binh (Mean
Fluorescence Intensity - MFI) va phan trim cua té bao duong tinh dugc xac dinh
cho mdi dong vé tinh dd dugc phan lap. Bt ngd 14, 1én hon 80% dong vo6 tinh da
dugc danh gia co phan nhom nhé san xuét khang thé chiém wu thé.

Céc dong v tinh c6 hon 95% phan nhom nhé san xuat khang thé va MFI cao
hon dugc chon loc dé nghién ctru dong hoc trong binh xoay va thiét bi phan Ung
sinh hoc dung tich 5L dé dénh gid ndng d6 té bao (Xv), t& bao séng sot (%), tbe do
sinh truong riéng (p) va nong d6 IgG trong dich ndi ctia mdi trudng nudi cdy té bao.
Da phat hién duoc nong do té bao nim trong khoang 4 — 5 x10°té bao/ml. Té bao
song sot trong pha sinh trudng theo luat s6 mi 1a khoang 85%. Tdc do sinh truong
riéng dao dong trong khoang tir 0,015 — 0,025 h™'. D4 phat hién dwoc ndng do IgG
nam trong khoang tir 70 — 120 mg/L.

Theo phuong 4n thuc hién khac cta sang ché, do 6n dinh lau dai caa dong té
bao vo tinh san xuét co dd 6n dinh cao dugc danh gia béng cach thuc hién nghién
ctru ddng hoc sau 30, 60 va 90 ngay trong mdi trudng nudi cay té bao lién tuc. Tdc
d6 sinh truong riéng (p) va toe do san xuat riéng (qp) duoc xac dinh.
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Theo phuong an thuc hién khac nita cua sang ché, thudc tinh nhan dién cta
globulin mién dich da duoc tiét ra boi dong té bao vo tinh san xudt c6 do 6n dinh
cao da duogc chon loc duoc xac dinh. Phin mo ta vé cac thudc tinh nhan dién nay
xac dinh c6 diéu khién kiéu hinh phan tir cua khéng thé tri liéu 14F7h nay:

Thudce tinh nhan Tinh chit phan tir Phuong phap phan tich
dién
Cau tric bac mot Khoi luong phén tir MS
Lap ban do peptit RP-HPLC
CAu trac c6 muc Cau truc bac hai Far UV CD
trat tu cao Céu tric bac ba Huynh quang ndi tai
Glycosyl hoa Tao profin NP-HPLC
Tinh khong dong Thay doi WCX
nhét Két tu SEC-HPLC
Chtrc nang Nhén dién khang nguyén Dém té bao theo dong chay

Theo phuong an thyc hién khac nira cua sang ché, hoat tinh khang khi u in
vitro va in vivo ciia khang thé tai to hop 14F7h duoc danh gia

M@ ta vit tit cdc hinh vé

Fig. 1: Su lam thich nghi té bao véi moi truong PFHM-II ¢ céc ndng d6 chat kich
hoat té bao (Cell Boost) 5 khac nhau.

Fig. 2: Quy trinh 1én men van hanh trong thiét bi phan tng sinh hoc dung tich 5L
bang cach sir dung céc té bao di duoc lam lam thich nghi v&1 modi truong PFHM-II
ma khong c6 chat kich hoat té bao (Cell Boost) 5.

Fig. 3: Tri s6 hip thu tir ELISA nhén dién. Puong mau den 1a tri sé trung binh cua
két qua. 1 pg/mL T1h va hR3 dd duoc tinh ché duoc sir dung 1am céc mau kiém
ching am tinh. Cac dong vo tinh da duoc chon loc 35D8, 35D6, 31E7, 31C7, 23E9,
23C2, 73F4, 73ES, 72GS, 72F6, 72D3 (mau xam), cac dong vo tinh da duoc loai bo
35F7, 33E8, 23E4, 22D8, 21E6, 21CS5, 73C4, 72D9, 71F2, 62E7, 61E3 (mau den).
Fig. 4: Cac té bao da duoc chon loc dugc phan tich béng thiét bi dém té bao theo
dong chay va phan trim cia phan nhom té bao san xuat cao dugc x4c dinh. Dong té
bao u tay NSO duoc sir dung lam miu kiém ching 4m tinh va dong té bao u tiy
NSO tai to hop biéu hién khang thé hR3 dwoc str dung lam mau kiém ching duong
tinh. Cac dong vo tinh da duoc chon loc 31E7, 23E9, 33ES, 35D6, 23C2, 72F6,
73F4, 72GS (mau xam), cac dong vo tinh da dugc loai bd 72D3, 73ES (mau den).
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Fig. 5: Tri s6 MFI ctia phan nhom té bao san xuét cao duoc xac dinh. Dong té bao u
tity biéu hién c4c khang thé hR3 va T1h duoc s dung lam mau kiém chtrng duong
tinh (mau xdm nhat). Cic dong v6 tinh da duoc chon loc 31E7, 35D6, 72GS (mau
xam); cac dong vo tinh da duoc loai bo 23E9, 33E8, 72D3, 73ES5, 23C2, 72F6, 73F4
(mau den).

Fig. 6: Puong cong sinh trudng cta dong vé tinh da dugce danh gia, té bao séng sot
va tich phén cua céc té bao sdng sot tir nghién ctru dong hoc trong céac chai lan va
thiét bi phan mg sinh hoc dung tich 5L dugc vé d6 thi (truc y) theo thoi gian (truc
X).

Fig. 7: Phép phan tich so sanh vé tdc do sinh truong riéng toi da va nong do IgG toi
da gilta cac dong v6 tinh da duoc chon loc sinh trudng trong cac chai lin va thiét bi
Ién men dung tich 5L.

Fig. 8: Nhén dién NeuGecGM3 gangliosit béi khang thé 14F7h dirqc tao ra boi cac
dong vo tinh dd duoc chon loc khac nhau. Phan dich ndi duoc l'ély tir thiét bi phéan
tmg sinh hoc dung tich 5L. Khang thé khang EGFR duoc sir dung 1am mau kiém
chimg 4m tinh, khang thé 14F7h duoc tao ra béi té bao bd me duoc su dung lam
mau kiém chimg dwong tinh.

Fig. 9: Nong d6 IgG ndi bao dugc do bing thiét bi dém té bao theo dong chay & céc
budc khac nhau cta quy trinh da chon.

Fig. 10: Nghién ctru dong hoc so sanh gitta cac té bao bd me va dong vo tinh 31E7
dugc thuc hién trong thiét bi phan ung sinh hoc dung tich 5L. Xv: néng dd té bao
song sot; SXv: tich phan cua cac té bao song sot; IgG: nong do khang thé tbi da.

Fig. 11: Nghién ctru dong hoc dé danh gia do 6n dinh cua dong vo tinh 31E7 duoc
thuc hién ¢ 30, 60 va 90 ngay sau khi gid dong té bao. Nong dé té bao (Xv), té bio
song sot (%), tich phan cia cac té bao song sot (SXv), néng do IgG, toc do sinh
truong tbi da (p) va tde do san xuét riéng (QP) duogc do.

Fig. 12: Thanh phan IgG ndi bao duoc do bang thiét bi dém té bao theo dong chay &
cac mau tr nghién ctru vé d6 dn dinh cua dong vo tinh 31E7.

Fig. 13: Pho khéi da dugc tach vach phd cua chudi nhe 14F7h & céc trang théi
nguyén thé (bang phia trén) va khur glycosyl hoa (bang phia dudi; bing cich sit
dung PNGaza F) cta n6 cho cic mau dugc khu/alkyl hoa. Céc diéu kién LC-MS
thong thuong duoc st dung vai vot C8 dé tach/khtr mubi miu va hé dung dich dém
axetonitril/axit formic dé van hanh. Céc hinh vé& dugc cai xen tuong tng vGi mure
phong dai cua viung dinh chinh.

Fig. 14: Pho khdi da duoc tach vach phd cua chudi ndng & céac trang thai nguyén thé
(bang phia trén) va khir glycosyl hoa (bang phia dudi; bang cach sir dung PNGaza
F) ctia n6 cho cdc mau duoc khi/alkyl hoa. Céc didu kién LC-MS thong thuong
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duoc st dung v6i vot C8 dé tach/khir mudi miu va hé dung dich dém
axetonitril/axit formic dé van hanh. Cac hinh v& duoc cai xen tuong ng véi mirc
phong dai ctia vung dinh chinh.

Fig. 15: Phd khéi dd duoc tach vach phd cia toan bo phan tir 14F7h & céc trang thai
nguyén thé (bang phia trén) va khir glycosyl héa (bang phia dudi; bang cach s
dung PNGaza F) ctiia n6 cho céac mau duoc khu/alkyl hoa. Cac diéu kién LC-MS
thong thuong duoc st dung voi vot C8 dé tach/khir mudi mau va hé dung dich dém
axetonitril/axit formic dé van hanh. Cac hinh v& duogc cai xen twong Gmg véi mic
phong dai cuia vung dinh chinh.

Fig. 16: Profin lap ban dd peptit ctia 14F7h thu duoc sau khi phan cit bang trypsin
va tich HPLC pha déao béng cach st dung c6t C4 va hé dung dich dém
axetonitril/TFA thong thuong.

Fig. 17: Phan tich quang phd ludng sic tron cua 14F7 & ving Far UV (205-260nm)
thu duoc ¢ 25°C béng cach st dung cuvet c6 d6 dai dudng dan 2mm. Pho thu duoc
voi ndng d6 mau 14 0,6mg/mL.

Fig. 18: Phat xa huynh quang cua tryptophan, bang cach sir dung thiét bi Varioskan
Flash, gia tri doc nam trong khoang tir 310 dén 390nm va thu duoc sau khi kich
thich phan tir 14F7h ¢ 280nm. Dang dia c6 96 giéng duoc sit dung, v6i 200uL cho
mdi giéng va ndng d6 miu 14 0,2mg/mL.

Fig. 19: Glycosyl hoa tao profin cua glycan dugc dan nhan 2-AB dugc phéan lap tu
14F7h va duogc tach bang cach sir dung HPLC pha thudng két hop vé6i phat hién
huynh quang (Ex: 330nm / Em:420nm). Cac duong ké nét dut thé hién do phong dai
cta cac dinh nho.

Fig. 20: Cac thong sd glycosyl hoa tir cic mau 14F7h khac nhau (N=3) duoc st
dung dé nghién ctru cac khoang bién thién dé tao profin glycosyl hoa.

Fig. 21: Profin trao ddi cation yéu cta 14F7h bang cach sir dung cot Propac-
WCX10, thu duge ¢ 280nm. 30ug mau duoc bom.

Fig. 22: Profin SEC-HPLC cua 14F7 bang céch st dung c6t TSK-G3000sxl, thu
duoc & 280nm.

Fig. 23: Puong cong liéu lwong-dép ting theo thiét bi dém té bao theo dong chay (%
dwong tinh va loga ctia ndng d6 14F7h (ug/mL)) bang cach st dung céc té bao dich
L1210 cho céc mau khéc nhau cia khang thé duoc thir nghiém vao cic ngay khéac
nhau. .

Fig. 24: Hiéu qua gay doc té bao duoc giy ra boi 14F7h mAb trong cac té bao u tuy
ctia chudt X63. (A) Cac dic tinh gin két ciia 14F7h mAb. Cac té bao X63 da duoc
nhudém bang 10 pug/mL khang thé tiép theo la khang thé IgG khéng ngudi coa tho
duoc lién hop FITC. Herceptin mAb (Her-2 khang nguoi) dugc st dung lam mau
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kiém chtng am tinh. (B) Cac té bao X63 duoc xu Iy bang 100 pg/mL 14F7h mAb.
Té bao sdng sot sau 6 h cay ¢ 37°C dugc danh gia bang murc hap thu propidi iodua
(PI) va phan tich dém té bao theo dong chay. Do gay doc té bao duoc biéu thi dudi
dang phan trim cua té bao dwoc nhudém PI. Herceptin mAb duoc sir dung lam mau
kiém chtrng 4m tinh.

Fig. 25: Fig. 25: Hiéu qua khang khdi u in vivo ctia 14F7h mAb trén md hinh u tiy
ctia chudt. (A) Phac d6 dung mAb. Cac té bao u tuy cta chudt X63 (0,2 x 10°) duoc
cay dudi da & ngdy 0 vao chudt BALB/c va cac khang thé dugc dung trong tinh
mach (300 ug) & ngay 2 dén 5. (B) Puong cong Kaplan-Meier ciia chudt sbng sot
khong c6 khéi u 1én dén ngay 106. T1h mAb di dugc lam giéng nhu khang thé cia
ngudi (CD6 khang ngudi) duoc sir dung 1am méu kiém chimg 4m tinh. Cac phan
tich théng ké duoc thuc hién béng thir nghi€ém log-rank.

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du sau dugc du dinh minh hoa sang ché chtr khong gi6i han pham vi
ctia sang ché theo cach bat ky. Cac phan mé ta chi tiét vé cac phuong phép trong
tinh trang k¥ thut khong duoc cung cip.

Vi du 1: Lam thich nghi véi méi truong khong chira protein bang cach lam
gidm tirng bwdc thanh phan bd sung giau lipit véi moi trueong da dwgc xac
dinh vé mit héa hoc trong méi truomg nudi cdy té bao 6n dinhg cé mat do
th:?ip.

Dong té bao 14F7htb58 da duoc lam lam thich nghi dé sinh trudng trong moéi
trudng nudi cay té bao PFHMII ma khong c6 chit bd sung chét kich hoat t& bao
(Cell Boost) 5. Quy trinh lam giam chét bd sung chit kich hoat t& bao (Cell Boost) 5
dugc thuc hién trong binh hinh chit T 75cm2 , trong thiét bi lac khuéy (80
vong/phit) & 36,5°C va 5% CO,. Mdi 48-72 gid ndng d6 cua cac té bao sdng sot va
phan trim cia té bao song sot duge xac dinh. Nong do té bao dugc diéu chinh dén
0,4-0,5 x 10° té bao/ml trong mdi lan ldy chuyén mdi trudng nudi ciy.

Cac té bao 14F7htb58 dong lanh dugc gid dong trong PFHMII ¢6 bd sung
3,5g/L chat kich hoat té bao (Cell Boost) 5. Sau khi gid dong té bao séng sot la
75%, va sau d6 n6 duge ting lén dén hon 90% (Fig. 1). Trong qua trinh lam thich
nghi, viéc lay chuyén moi trudng nudi céy theo chudi duogc thuc hién dé duy tri
nong do tdi da cta céac té bao song sot trong khoang tir 0,9-1,8 x 10° té bao/ml, voi
ty 1& phan tram cua té bao sdng sot cao hon 90%. Sau 11 lan lay chuyén moéi truong
nuoi céy néng dd cua chat kich hoat té bao (Cell Boost) 5 dugc giam dén 0, véi
95% té bao sdng s6t va 1,2-1,8 x 10° té bao/ml. Qu4 trinh lam thich nghi véi mdi
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truong nudi cdy té bao PFHMII ma khong co lipit va cholesterol mat khoang 60
ngay.

Vi du 2: Lam thich nghi véi méi truwong khong chira protein trong moi truong
nudi cdy c6 mét dd cao biang cach sit dung hé théng 1én men chay tran & quy
mo phong thi nghiém.

Céc té bao 14F7htb58 d3 duoc lam lam thich nghi dé sinh trudng trong moi
truong nudi cdy té bao khong chira protetrong PFHMII dugc ciy trong thiét bi 1én
men dung tich 5L ¢ nong d6 12 0,4-0,5 x 10° té bao/ml. Céc thong sé van hanh cua
thiét bi 1én men la: pH 6,9-7,0; 105 RPM; 40% oxy hoa tan; 36,5-37,0 °C; thé tich
lam viéc 3,5L. Té bao sbng sot va noéng do té bao duoc theo doi hang ngay biang
phuong phap loai trir Trypan Blue (Sigma) bang cach str dung budng Neubauer.
Viéc van hanh thiét bi 1én men theo kiéu chady tran dugc thuc hién sau khi néng do
té bao dat dén tri s 1a 2,5)(106 té bao/ml. Hop lam béng SO1 rSng duoc dung cho
kiéu chay tran va ty 1& pha lodng 0,3-0,7 VVD duoc st dung.

Trong qua trinh 1én men té bao sdng sot dugc gitr trén 90% 1én dén 384 gio,
va sau d6 né dugc giam dén 80%. Nong do khang thé nam trong khoang tir 30-40
mg/L. Nong d6 té bao tdi da dat dén 9x10° té bao/ml khi ty 1é pha lodng 0,7 VVD
duoc sir dung (Fig. 2). Cac té bao duoc ldy ra ¢ thoi diém cudi quy trinh 1én men va
dugc gieo mam trong cac chai lan & néng dé la O,8X106té bao/ml, sau 72 gio trong
moi truong nudi céy, cac té bao dugc lam dong lanh ¢ 12x106 té bao/lo (End
Production Cell Bank, EPC). Sau khi gid dong té bao song sot 1a 90% va sau 96 gio
trong moi trudng nudi cdy té bao sdng sot 1a 97%.

Vi du 3: Chon loc dong té bao vé tinh sén xuit c6 do 6n dinh cao tir cdc té bao
& thoi diém cudi qua trinh 1én men.

Céc té bao da dugc gia dong tir EPC duoc tach dong vé tinh thanh té bao don
cho mdi giéng trong dia 96 giéng bang cach sir dung phuong phap pha loang gioi
han va M6i trudng nudi cay té bao DMEM-F12 1:1 ¢6 bé sung 5 — 10% huyét thanh
bao thai bo. Cac dia méi trudng nudi cdy duoc ciy & 36,5°C trong moi truong khi
quyén 5% CO2. Hiéu suét tach dong vo tinh 1a thép hon 2%. Hai muoi ngdy ngay
sau khi tach dong v6 tinh té bao phan dich néi cua moi truong nudi cdy dugc lay ra
dé danh gia nong 46 IgG bang ELISA dang banh kep sandwich (andwich-type
ELISA). Khang thé khang idiotyp 4G9 (3 ug/ml) duoc sir dung lam khang nguyén
bt gitt va khang thé dé chudi ning khang ngudi duoc bit cip véi kiém phosphataza
lam dau do. T4t ca cdc mau dugc pha lodng 1/500, va tri sb trung binh ciia kha nang
hép thu dich nbi bé mit duge xéc dinh. Cac dong vé tinh ¢6 tri sé hdp thu cao hon
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HisétnmgtﬁMJduqcchonloc(23C2,23E9,31C7,31E7,35D6,35D8,72D3,
72F6, 72GS5, 73ES, 73F4) (Fig. 3). Cac dong vo tinh da dugc chon loc dugc mo
rong 1én cac dia 24 giéng trong moi truong nudi cay té bao DMEM-F12 1:1 c6 bd
sung 5 — 10% huyét thanh bao thai bo. Viéc md rong tiép té bao trong cic binh nudi
cay hinh chit T dwoc thuc hién bang cach sir dung méi trudng nudi cdy té bao
PFHMII, trong thiét bi lic khudy (80 vong/phut) & 36,5°C va 5% CO,.

Ham luong IgG noi bao duoc xac dinh bang cach dém té bao theo dong chay
(FACS) trong céc dong vé tinh da duoc chon. Khang thé IgG khéng nguoi duoc bat
cap voi FITC (floresxein iso-thioxyanat) (Sigma) dugc pha loang 1:200 duogc su
dung lam dau do. Pé xac dinh ty 1€ phén tram dan nhin 4x10° té bao/mau duoc
phan tich. Cac dong vo tinh ¢6 hon 95% phéan nhém té bao san xuét cao duoc chon
loc (Fig. 4). Mot tiéu chi chon loc khac 1a cuong d6 huynh quang trung binh da
dugc binh thuong hoa (FMI) va dong vo tinh 35D6, 72G5 va 31E7 dugc chon loc
(Fig. 5).

Cac dong vo tinh nhu vy dugc md rong trong cac chai lan va nghién clru
dénghoccﬁngduqcﬂnm]ﬁénnnngthétbiph&l&ngshﬂlhocdungtkﬁl5L(36§-
37°C, 100-105 RPM, pH < 7 va oxy hoa tan cao hon 40%). Dong v tinh 31E7 ¢o
nong d6 té bao cao nhit cac chai ldn va thiét bi phén tng sinh hoc dung tich 5L, voi
tri s6 1an Iuot 13 5x10%é bao/ml va 4x10%é bao/ml. Tich phan cia cac té bao séng
sot thu duoc cac két qua tuong tu, cac tri s6 14 4,5 x 10%é bao/ml*h trong cac chai
lan va 2,5 x 10® t& bao/ml*h trong thiét bi phan g sinh hoc dung tich 5L, céc tri s6
ndy cao hon 1,3-1,4 1an tri s6 thu duoc dbi véi cc t& bao bd me (Fig. 6). Té bao
sdng s6t cao hon 85% trong pha sinh truéng theo ham mi cho tit ca cic dong vo
tinh da dugce danh gia (Fig. 6). Dong v6 tinh 31E7 ¢6 tc do sinh trudng riéng cao
nhét (> 0,025 h™") trong cé cac chai lan 14n thiét bi phan mg sinh hoc dung tich 5L.
Dia phat hién duoc nong d6 khang thé ndm trong khoang 50 — 70 mg/L cho tat ca
cac dong vo tinh trong thiét bi phan tng sinh hoc dung tich 5L tuy nhién dong vo
tinh 31E7 c6 ndng do khang thé cao nhit trong cac chai lan (Céc Fig. 7A va 7B).
Cac mau duoc léy tr nghién ctru dong hoc duoc thyc hién trong thiét bi phan Gng
sinh hoc dung tich 5L dé danh gid hoat tinh sinh hoc cua khang thé di tiét. ELISA
dang banh kep sandwich (andwich-type ELISA) dugc thuc hién. Cac dia Polysorp
duqcphﬁbﬁngdung(ﬁdahkuGcGBISganghoﬁtﬁonglneMnol(H)ughnD.Déivéi
khang thé thi cip, st dung khang thé dé chudi nang khang ngudi duoc bt cap voi
kiém phosphataza. T4t ca cdc mau duoc diéu chinh dén nong d6 khang thé 1 pg/ml
va dugc pha lodng véi ty 1& 1/10 trong thir nghiém ELISA. TAt ca cadc mau di duogc
thir nghi€ém ¢6 nhan dién khang nguyén gangliosit, trong khi cac dong vo tinh 31E7
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va 35D6 c6 céc tri s6 nim trong khoang tir 70 — 80% dbi véi mau kiém chung
duong tinh (Fig. 8).

Ham lwong IgG ndi bao phat trién theo qua trinh lam thich nghi kiéu hinh va
tach dong vo tinh. Céc té bao bd me 14E7htB58 sinh truéng trong PEFHMII cong voi
chét kich hoat t& bao (Cell Boost) 5 c6 kiéu phan bd hai mét do sy ton tai ctia phan
nhém té bao khong san xuat. Sau khi 1am thich nghi dé sinh truéng & cac mat do
cao trong moi truong PFHMII céc té bao 14F7htb58 duoc lam gidu trong phéan
nhém té bao san xuét (kiéu phan bd mot mot), tuy nhién déi véi dong vo tinh 31E7
mdt dinh duy nhit hep hon thu dwoc cho thiy phan nhém té bao dong nhat hon
(Fig. 9). Thuc té, dong v tinh 31E7 ¢ nong do té bao tdi da cao hon, tich phan cta
cac té bao séng sOt va toc do san xuét khang thé cao hon so v6i céc té bao bd me
(Fig. 10)

Vi du 4: Céc nghién ciru v& d on dinh lau dai ciia cac dong té bao vo tinh sin
xuét cao.

D6 6n dinh cua vide san xuat khang thé boi dong vo tinh 31E7 duge danh gia
trong 90 ngay trong mdi truong nudi cy té bao. Nghién ciru déng hoc trong cic
chai lan dugc thuc hién ¢ 30, 60 va 90 ngay sau khi gia dong té bao. Cac mau duoc
liy ra dé thuc hién nghién ctru dém té bao theo dong chay. Pa phat hién dugc khong
c6 su sai khac giira céc té bao c6 thoi gian khac nhau trong mdi truong nudi cay té
bao. Nong d¢ té bao t6i da thay ddi trong khoang tir 3,5 — 4,5 x 10° té bao/ml, té bao
song s6t 16n hon 90% va ndng d6 khang thé dao dong trong khoang tir 50 — 80
mg/L (Fig. 10). Téc do sinh trudng riéng (p) duy tri cao hon 0,025 b’ trong khi toc
d6 san xuat riéng (QP) 16n hon 0,18 pg/té bao*h (Fig. 11). Sau 90 ngay trong moi
truong nudi cay té bao dong vo tinh 31E7 ¢6 mét dinh hep duy nhét & cung dai di¢n
FMI ctia quan thé t& bao san xuat cao dong nhat (Fig. 12).

Vi du 5: Thugc tinh nhén dién ciia globulin mién dich di dwoc tiét ra béi dong
té bao v tinh sdn xuét c6 do 6n dinh cao 31E7.

Mot vai thudce tinh nhan dién dugc xac dinh bao ham cé cac dac tinh phén tr
co ban ma sau d6 cho phép danh gia chit lwong ctia phan tir va theo ddi tinh nhat
quan cua san phém cling nhu do 4n dinh cua dong té bao. Cau tric bac mot duoc
nghién ctru bang cach xac dinh khdi lwong cua toan bo phén tir, va cdc mach riéng
ré ctia n6, nho phan tich LC-ESI-MS vé cdu ndi nguyén thé va disulfua khur/alkyl
hoa mau (glycosyl hoa va khir glycosyl héa). Xem Bang 1 vé tom tit két qua va cac
Fig. 13, 14, 15. Ngoai ra, vi¢c 1ap ban dd peptit phan tir dugce st dung dé theo doi
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cau truc trinh tu thir nhat cua nd va loai trur tiép su cut trinh ty cdi bién sau phién ma
hoac cac thay doi trinh tu bat ky c6 kha nang xay ra (Fig. 16).
Bang 1. Khoi lugng cua phan tr hoan chinh va cdc mach cua nd c6 va khong co

glycosyl hoa.

Khéi luong (Da)
Dang p PNGaza F

S6 PNGaza F - - - ——

Quan sat dugce | Theo ly thuyét | % sai khac

Toan b phan tir | 149863,41 146983,31 147009,30° [ 0,018
Chudi ning 52217,63 50770,69" 50784,12° 0,026
Chudi nhe 23665,93 23664,91° 23664,25° -0,0028

a: Tinh dén thiéu hut K trong ving dau tin C cia ca hai chudi ning
b: Giam bang dithiothreitol va alkyl hoa bang Axit iodoaxetic
c: Tinh dén thiéu hut K trong ving dau tdn C va cai bién bang axit iodoaxetic
d: Tinh dén cai bién bang axit iodoaxetic

Céac céu tric c6 trat ty cao hon duogc thir nghiém ¢ hai muc béng cach su
dung phé Far UV CD dé phén tich cac cau trac bac hai (thu dugc profin nhu duogc
thé hién trong Fig. 17) va cac dic tinh huynh quang noi tai cho phép phat hién cac
su khac biét vé cdu hinh va dé 6n dinh protein (Weichel ef al/, 2008, BioProcess
International, June). Fig. 18 thé hién két qua thu dugc ddi véi tha nghiém sau nay.
Trong truong hop nay, muc phét xa tdi da hu duoc ¢ 333 nm va tri s6 cia ty 18 hip
thu330nm/350nm 12 1,23,

Glycosyl hoa, 1a cai bién sau phién ma chinh xay ra ¢ phan tir khang thé
IgG1 cia ngudi, duoc nghién ciru nho viée tao profin HPLC pha thudng. Fig. 19 thé
hién két qua thu duoc ddi véi ba miu khac nhau, va cac thong sé glycosyl hoa cia
chung dugc thé hién trong Bang 2 (Montesino ef al, 2012, Biologicals 40:288-298).
Trang thai va suy phan tdn clia cic thong s glycosyl hoa nay dugc thé hién trong
Fig. 20. v
Béng 2: Cac thong s glycosyl hoa tir cac mau khac nhau (N=3) of 14F7h duoc sir
dung dé nghién ctru cac khoang bién thién dé tao profin glycosyl hoa.

Mau GOF% G1F% G2F% | GOF/GIF | Tyl GIF | Fuc% Sial%
1 31,31 41,83 10,78 0,75 3,28 98,15 8,81
2 29,52 45,15 13,04 0,65 3,18 98,50 7,41
3 38,47 39,05 8,99 0,99 2,67 98,53 5,50
Tri s6 trung binh | 33,1+ 11,7 | 42,0+7,5[10,9+5,1 | 0803 | 3,0£0,9 [984+0,6|72+42

GOF%, G1F%, G2F%: % cua agalactoza, monogalactoza va glycan da dugc khu
galactosyl hoa, fucosyl hda, Fuc%: % cua glycan da dugc fucosyl hoa, Sial%: %
cua glycan da duogc sialyl hoa.
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Tinh khong ddng nhat cua phan tir duge x4c dinh bang hai phuong phép truc
giao. O dia diém thu nhét, su trao d6i cation yéu (Weak Cation Exchange - WCX)
duoc su dung dé phat hién cac dang tich dién khac nhau, cho phép phat hién su cut,
sw khur amit hoa, mot sé bién thé glycosyl héa ciia san pham, v..v. Péi voi khang
thé, cac két qua cua phuong phap nay chu yéu theo doi su cut lysin dau tan C, cac
cai bién chung phat hién duoc trong phan tir hIgG1 (Dionex Application Note 127,
http://www.dionex-france.com
/library/literature/application_notes_updates/AN127 LPN1047.pdf). Cac profin thu
duoc déi v6i cac mau khac nhau duoc thé hién trong Fig. 21 va Bang 3 thé hién két
qua vé su tich hop héa cia chiung. Ngoai ra, phuong phap sac ky loai trir kich c&
(Size Exclusion Chromatography - SEC) dugc str dung dé theo doi trang thai két tu
cua phén tir. Fig. 22 thé hién céc profin thu dugc tir cac mau khac nhau va Béang 4
thé hién cac két qua phan tich ching.

Béng 3. Két qua vé su tich hop héa WCX-HPLC (Ty 1¢ phan trim dinh chinh) dbi
v&i cac mau 14F7h khac nhau.

Mau Pic chinh %
1 96,2
2 95,0
3 95,7
4 96,5
5 96,6
Trisdt
159 THEmS 96,0 + 1,8
binh

Bang 4: Két qua vé sy tich hop héa SEC-HPLC (Ty 1é phan tram dinh chinh) dbi
v6i cac miu 14F7h khic nhau.

, SE-HPLC
Mau
Pic chinh %
| 99,9
2 99,9
3 99,9
4 99,8
5 99,7
Tri s0 trung
binh 99,8 +0,3

Cuoi cung, chuc nang cua phéan tir chu yéu dugc danh gia bang cach nghién
ctru kha nang nhan dién khang nguyén cua né trén cac té bao dich do duogc bing
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thiét bi dém té bao theo dong chay. Fig. 23 thé hién dudng cong liéu lwong-dép tmg
thu duoc br?lng cach sir dung céc mau khac nhau, va Bang 5 thé hién ECs tinh toan
duoc tir cac mau do.

Bang 5. Két qua ECs, ddi véi cac thr nghiém khac nhau vé dudng cong liéu luong-
dap tmg theo thiét bi dém té bao theo dong chay (% duong tinh va loga cua nong do
14F7h (ug/mL)) bang cach st dung céc té bao dich L1210 cho cac miu khang thé
khac nhau duoc tht nghiém vao céc ngay khac nhau.

Thir nghiém Mau ECs, (ng/mL)
. 1 0,1633
2 0,2121
2 1 0,2524
3 2 0,2409
4 2 0,3554
Tri s6 trung binh 0,245 + 0,180

Vi du 6: Danh gia hiéu qua khang khdi u in vitre va in vivo.

Su biéu hién khang nguyén béi cac té bao u tiiy cta chudt X63 duoc do bing
phuong phap dém té bao theo dong chay. 100% té bao u tiy cta chudt X63 duoc
nhudm bang 14F7h mAb (Fig. 24A). Cac té bao X63 nay duoc cdy 10 pg/mL khéng
thé tiép theo 1a khang thé IgG khang ngudi cia thé duoc lién hop FITC. Herceptin
mAb (Her-2 khiang ngudi) duoc sit dung 1am mau kiém chtmg am tinh.

Hiéu qua gay doc té bao in vitro duoc giy ra boi 14F7h mAb & cac té bao u
tay cua chudt X63 duoc danh gid. Cac té bao X63 duoc xir Iy bang 100 pg/mL
14F7h mAb. Té bao sdng sét sau 6 h ciy & 37°C dugc danh gia bing mirc hip thu
propidi iodua (PI) va phén tich dém té bao theo dong chay. Do gy doc té bao duoc
biéu thi dudi dang phan trim té bao duoc nhudm PL. Hon 50% té bao khdi u bi chét
sau khi xtr Iy (Fig. 24B). Herceptin mAb dugc st dung lam mau kiém chung am
tinh.

Pé danh gia hiéu quéa khang khéi u in vivo ctia 14F7h mAb trén md hinh u
tiry cua chudt X63, 0,2 x 10° t& bao khdi u X63 duoc cdy dudi da & ngay 0 vao
chugt BALB/c va céc khang thé duoc ding trong tinh mach (300 ng) & ngay 2 dén 5
(Fig. 25A). Dudng cong Kaplan-Meier ctia chudt séng sot khong co khdi u 1én dén
ngdy 106 dugc thé hién trong Fig. 25B. Thu duoc muc ¥ nghia théng ké ting &
chudt séng sot khong c6 khdi u 1a 60% chudt duge xir Iy bang 14F7h mAb van con
song sau thoi gian theo ddi. T1h mAb (CD6 khang ngudi) da duoc lam gidng nhu
khang thé ctia nguoi dugc st dung 1am mau kiém ching am tinh. Céc phan tich
thong ké duoc thuc hién bang thir nghiém log-rank.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép thu dong t& bao vo tinh san xuit c¢6 do én dinh tir dong té bao u tay
trong méi trudng khong chira protein tao ra khang thé tai t6 hop nhim muc dich
cong nghiép bao gdém ba giai doan:

I. dit dong té bao u tiy trong méi trudng cé thanh phan b sung giau lipit, khong
chtra protein va thyc hién giam ting budc thanh phan bd sung giau lipit nay cho dén
khi thanh phan bd sung giau lipit ndy dugc loai bo,

trong d6 viéc giam timg budc bao gdm thanh phan bd sung giau lipit trudc tién 1a ¢
nong d6 khoang + 3,5 g/L cho dén khi Xv dat dén tri sé khong ddi, sau dé thanh
phdn b sung giau lipit 13 & ndng do khoang + 1 g/L cho dén khi Xv dat dén tri sb
khéng déi,

va sau d6 cho dong té bao ndy sinh trudng, trong dé mat do té bao nim trong
khoang tir 1,5 dén 1,8x10° t& bao/ml, nh&y d6 tao ra dong té bao u tay thich nghi véi
moi truong khong chira protein,

1. dit dong té bao u tuy thich nghi v6i méi truong khong chira protein nay vao hé
thong 1én men chay tran, trong d6 mét do té bao nim trong khoang tir 5 dén 10x10°
té bao/ml, va

III. chon loc dong té bao vo tinh sdn xuat ¢c6 dd on dinh tir cac dong té bao & thoi
diém cudi qua trinh Ién men cua giai doan II.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 trong giai doan I dong té bao u tay dugc sinh
trudng trong mdi truong khong chira protein ma khong cén thanh phan b sung bt
ky trong thoi gian 60 ngay.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 giai doan II bao gdm céc budc sau:
I. giit dong té bao u tiy thich nghi v6i moi trudong khéng chira protein trong hé
thdng 1én men chay tran trong thiét bi phan tmg sinh hoc dung tich 5 L trong thoi

gian hon 21 ngay, trong d6 méi trudng nay duge thich nghi véi mét do té bio nim
trong khoang tir 5 dén 10x10° té bao/ml, va
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II. dong lanh dong té bao u tiy sau khi 1én men va cit gil trong nito 1dng.
4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 giai doan III bao gdm c4c buédc sau:

I. dua dong té bao u tiy ciia Giai doan II vao tach dong vo tinh té bao bing phuong
phap pha loang gidi han,

II. phéat hién cac dong vo tinh tiét khang thé,

I11. dinh lugng quan thé phu ctia té bao san xuit khang thé trong cic dong vo tinh di
dugc chon, va

IV. chon loc dong vé tinh bing tc d¢ sinh trudng riéng va kha nang san xuét riéng.
5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dong té bao u tuy 12 dong té bao NSO chia

trinh tu m4 héa khang thé khang NeuGecGM3 14F7h téi t& hop dd duoc lam gidng
nhu khang thé ctia ngudi.
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Fig. 19
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Fig. 23
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