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(57) Sang ché @& cap dén linh vuc Cong nghé sinh hoc va Y hoc va dé xuit duge
phdm erythropoietin tai t6 hop ciia ngudi, duge dic trung bdi d6 khong ddng nhét
vi md ciia N-glycan fucosyl héa dugc tao thanh béi cac cu trac hai, ba va bén
anten chira gbc axit sialic d3 mono va bi-sialyl héa, c6 mit véi luong nim trong
khoang tir 40-60% glycan tdng sb, cdu tric trisialyl héa cé mit v6i luong nim
trong khoang tir 40-43% glycan tdng s6 va céu tric tetrasialyl héa cé mit v6i lugng
nim trong khoang tir 10-13% glycan téng s6. Dang glycosyl héa niy mang lai cac
dac tinh cho dugc phém nay, cho phép st dung nd trong cac bénh thudc hé than
kinh. Sang ché con d& cép dén phuong phap thu nhan duge phim nay.
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Linh vue k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cép dén linh vuc Cong nghé sinh hoc va Y hoc, cu thé 1a dé cép
dén phuong phép thu nhin duoc phdm erythropoietin tai tb hop ciia ngudi ¢ kiéu
glycosyl héa mang lai cac dac tinh cho phép st dung dugc phdm nay trong cac rbi
loan ciia hé thén kinh.

Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Erythropoietin (EPO) 1a hormon glycoprotein dugc tao thanh bdi 166 axit
amin c6 khdi Ivgng phan tir 13 30,4 kDa (Lanfranco, F va Strasburger, C. I. (2016)
Sports Endocrinology 47: 115-27). EPO duoc tong hop tu nhién trong céc té bio
hinh sao cla gan trong giai doan bao thai va giai doan sip sinh va chi yéu &
nguyén bao s¢i k& cia thdn & giai doan trudng thanh. Hormon nay kich thich san
xudt cac té bao hdng ciu trong tiy xuong va déng vai trd quan trong trong phan
g ctia ndo dbi vdi ton thuong té bao than kinh (Sirén L. va dong tac gia (2001)

Proc Natl Acad Sci USA 98 (7): 4044-9.

EPO 1 phén t& glycosyl héa cao va phin hydratcachon ctia né chiém 40%
khéi lirong phén tr. Protein ndy chira bdn chudi oligosaccarit phirc duge lién két
v6i chudi polypeptit, ba chudi trong s6 d6 nhd cac lién két kidu N va mot chudi nhd
lién két kiéu O, vi trf cia n6 da duoc nhiu tac gia mo ta ki: Elliott, S. va ddng tac
gia (2004) The Journal of Biological Chemistry, 279(16): 16854-16862; Watson va
ddng téc gia (1954) Glycobiology 4(2): 227-237. Chc oligosaccarit ¢6 lién két kiéu
N c6 thé chira céc gbc & tan clng cia axit sialic voi luong khac nhau va rit quan
trong dbi vé&i sy bai tiét, én dinh phén t, lién két thu thé va hoat dong in vivo
(Egrie, J. va Browne, J. (2001) Br. J. Cancer, 84(1): 3-10; Goldwasser va déng tac
gia (1974) J. Biol. Chem 249: 4202-4206).

Trong sudt nhitng nam 90 cia thé ky trude cho dén nay, di tich liy rat nhidu
bing chimg v& cic dic tinh bao vé than kinh ctia EPO téi t6 hop cla ngudi

(thEPO). Nam 1998, Sakanara va ddng tac gia di chimg minh ring sau khi thc dong
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mach canh chung trong md hinh thiéu mau cuc bd toan bd & chudt nhay, thEPO
duoc cung cAp thong qua ndo thit bén 1am gidm tdn thuong do thiéu mau cuc bo
trén hoi hai ma & ving CA1 (Sakanara, M. va ddng tac gia (1998) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 95: 4635-4640).

T4c dung bao vé té bao ctia EPO trén hé than kinh trung wong d3 dwgc Maiese
va ddng tac gia chirng minh vao ndm 2004 va sau d6 duoc chirng minh boi Viviani
va dong tic gia vao nim 2005. (Maiese, K. va ddng tac gia (2004) Trends in
Pharmacological Sciences 25 (11): 577-83; Viviani, D. va ddng tac gia (2005)
Journal of Neurochemistry 93 (2): 257-268). Méc du tht ca thong tin d3 dugc tich
liy trong céc nghién ctru phi 1am sang vé EPO tao mau nhung van chua c6 két qua
vé mit 1am sang do cac phan ung cé hai lién quan dén viée st dung kéo dai & bénh
nhéan.

0] ngudi 16n, su biéu hién cta thu thé EPO trong hé than kinh dugc tim théy
cha yéu & té bao than kinh, t& bao hinh sao va tiéu than kinh Gém, trong khi té bao
hinh sao tao ra EPO, diy 1a EPO di hyposyalyl héa (Nagai, A. va dong tac gia
(2001) Journal of Neuropathology & Experimental Neurology, 60 (4): 317-319.

Nhidu nha nghién ctru da thuc hién bién dbi rhEPO d tao ra thude cling ¢6
dic tinh bao vé than kinh nhung khong c6 phan tng c6 hai gy ra bdi hoat dong tao
méu. EPO nay duge goi 1a EPO Asialo (US 2004/0122216), thu dugc bang phuong
phép desialyl héa thEPO bing enzym tdng s, ¢b dic tinh mong mudn dugc @& cap
trén day, loai EPO nay c6 ai luc cao véi thu thé thEPO nhung c6 tac dung bao vé
han ché do chu ki ban hty cua huyét tuong 1a cuc ky ngén. Vi du khéc vé su bién
ddi erythropoietin 12 su bién dbi lysin thanh homoxitrulin bang cach carbamyl héa
protein nay tao ra EPO carbamyl héa, duge goi la CEPO (Leist, M, Ghezzi, P.,
Grasso, G., va ddng tac gia (2004) 305 (5681): 239-242). Mic du ca hai EPO déu
khéng c6 tac dung tao mau nhung trong céc thir nghiém 1am sang dugc thuc hién
v6é1 CEPO, ngay cd khi khdng quan sat thdy tic dung phu ndo thi cling khong chiing
minh dugc hiéu qua bao vé than kinh.

Céng bb don WO 2007/009404 yéu cdu bio ho cac ché phim EPO dung qua

mfi chira axit sialic v6i ham luong thip, sau ddy dugc goi 1a NeuroEPO trong mot
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don yéu ciu clp patent clia cac tac gia nay (Garcia, JC and Sosa, 1. (2009), The
Scientific World Journal , 9: 970-981.) RhEPO nay thu duoc bang phuong phép 1én
men mang sgi rong va séc ky trao dbi ion khi tinh ché dé tach chit dong phén cé
tinh axit nhét (cac chit c6 ham lugng axit sialic cao hon tir cac chét c6 ham luong
axit sialic thip hon). NeuroEPO d3 néu c6 chu hinh gbém 13 chét ddng phan, trong
d6 9 chét ddng phan c6 rhEPO tao méu giong nhau, dugc goi 1a EPOCIM®.

LAn diu tién, cac tac gia cla sang ché mé ta phuong phép san xuét trong bé
khudy (ST) két hop vé6i bude tinh ché duoc thuc hién bang cac phuong phéap sac ky
béng cach st dung cot don khdi 1am cot trao dbi anion véi phéi tir amoni bac bén
Q, c6 kha néang lam tang su bidu hién cla chit ddng phan thEPO da hyposialyl héa
ma khéng cin bién dbi thém vé mat héa hoc va di truyén. Cac chat ddng phan nay
c6 tri sb diém déng dién & d6 pH nam trong khoang tir 4,25 dén 5,85 va chu tric
béc ba lién quan dén glycosyl héa khac vdi chu triic cia NeuroEPO mang lai cho
chiing tac dung trong cac c¢ ché bao vé than kinh va phuc hdi than kinh & ca in

Vitro va in vivo.
Bin chat k§ thuit cia sing ché

Theo mdt phuong 4n, myc dich ctua sang ché 13 dé xuét duge phém, dédc trung
& chd duoc pham ndy chira hoat chit thEPO c6 cu hinh chit dong phén c6 diém
ding dién ndm trong khoang tir 4,25 dén 5,85. RhEPO nay cé tinh khong ddng nhit
vi md ctia N-glycan fucosyl héa dugc tao thanh béi cac cAu tric hai, ba va bdn
anten, c6 gdc axit sialic mono va bi sialyl héa c6 mét vdi lugng nim trong khoang
tr 40-60% glycan tdng sb, cu tric trisialyl héa c6 mat véi lugng nim trong
khoang tir 40-43% va cAu tric tetrasialyl héa c¢b mit voi lugng nim trong khoéng
tr 10-13% ciing nhu t4 dugc duge dung.

Cu thé 13, vi tri O-glycosyl héa trong serin 126 c6 3 sialoform chia tir 0 dén 2
gbe axit sialic, cAu tric monosialyl héa 1a nhidu nhit va c6 mit véi luong nim
trong khoang tir 78-82% glycan tdng sb trong khi d6 cAu trac sialyl héa nay c6 mit

vé6i luong nim trong khoéng tir 6-10% glycan tbng sb.

Vi tri N-glycosyl héa cua asparagin 83 chira:
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- cAu tric hai anten fucosyl héa chira tir 1 dén 2 gbe axit sialic, trong d6 chu

triic ¢4 néu ¢ mat véi luong nam trong khoang tir 8-12% glycan téng s0,

- cAu tric ba anten fucosyl héa c6 tir 1, 2 dén 3 gbc axit sialic, trong d6 ciu

tric nay c¢d mat voi luong nam trong khoang tr 17-21% glycan tbng s6,

- cAu tric bén anten fucosyl héa c6 tir 1 dén 4 goc axit sialic, trong d6 cau tric

nay c6 mat véi lugng nam trong khoang tr 27-31% glycan téng s6 va

- chu trtic bdn anten fucosyl hoa chira N-axetylactosamin typ 1 va 2 ¢6 tir 1
dén 4 gbe axit sialic, cac ciu trac ndy c6 mit v&i lugng nam trong khoang tir

38-42% glycan tong sd.

T4 dugc dirgc dung dung cho dugc phdm duoc yéu cAu bao ho theo sang ché
bao gdm nhung khong giéi han ¢ polyme badm dinh sinh hoc nhu hydroxypropyl
metylxenluloza, va chét 1am 8n dinh protein nhu L-tryptophan, L-leuxin, L-arginin

hydroclorua va L-histidin hydroclorua.

CAu tric cia chit ddng phan rhEPO duge md ta trén ddy 1a mot phan d6i
turgng dugce phim theo sang ché mang lai cho chung hiéu qua cao hon trong cac co

ché béo vé than kinh va phyc hdi than kinh & ca in vitro va in vivo.

Theo mdt phuong an khac, muc dich cua sang ché 1a d& cap dén phuong phép
thu nhan thEPO chua bién dbi, trong d6 quy trinh 1én men dién ra trong ST véi ché
do phun & nhiét o nim trong khoang tr 34 + 2°C, v6i mdi truong nudi ciy khong
chira protein va do pH nim trong khoéang tir 7,2 dén 7,3, moi trudng nay duoc bd
sung glutamin cho tdi khi dat dugc ndng d6 cubi clng ndm trong khoang tir 8-
12mmoV/1. Phuong phép nay con bac gdm quy trinh tinh ché véi budc sic ky trong
d6 cot don khdi duge sit dung 1am cot trao ddi anion bing phéi tir amoni bic bén
Q, dung dich dém cén bang 14 Tris 20mmol/l, HCI 10mmol/1 c6 46 pH nim trong
khoang tir 7,9 dén 8,10, ¢6 d6 dan dién ndm trong khoang tir 1,35-1,65mS/cm va
phuong phép nay st dung dém rira gii natri axetat 50mmol/l c6 d6 pH nim trong
khoang tir 4,3 dén 4,5 va d6 din dién nim trong khoang tir 2 dén 3,5mS/cm.

Bing nhuong phép dugc mod ta theo sang ché, dugce pham cé s6 lugng gia tan

2

chét ddng phin ham lugng axit sialic thip co cau tric bac ba lién quan dén glycosyl
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héa khac véi clu tric caa NeuroEPO, mang lai cho ching hiéu qua cao hon trong
cac co ché bao vé than kinh va phuc hoi than kinh & ca in vitro va in vivo.

Muc dich khéc ciia sang ché 13 st dung dugc phdm nhu dugc md ta trong ban
mb ta ndy dé diéu tri chimg mét tri, d6t quy, bénh Parkinson, mét didu hoa, chin
thuong so ndo, bénh ting nhan 4ap, bénh tu ky, bénh gidm oxy-huyét g tré so sinh,
bénh da xo cing, bénh xo cing teo co va tdn thuong than kinh do chén thuong,
nhidm doc hodc buc xa. Cu thé 13, phuong phap diéu tri bang dugc phdm nay cho
d4i tuong can diéu tri da dugc mo ta, trong d6 dugc phim d3 néu duge ding tr mot
dén ba 14n mdi tudn trong khoang thoi gian tir 6 dén 12 thang véi lugng st dung

ndm trong khoang tr 0,1mg dén 4mg trong thé tich 1ml.
M35 ta chi tiét sang ché
Dugc phim

DPéi tugng rhEPO theo séng ché, dic trung & chd né cé tri sd diém déng dién
nam trong khoang tir 4,25 dén 5,85 va céu tric protein bac hai va béc ba khong lién
quan dén glycosyl héa tuong tur nhu thEPO, duy tri ciu tric bac ba tuong tu lién
quan dén glycosyl héa c6 vi tri O-glycosyl hoéa trong Serin 126 va ba vi tri N-
glycosyl hda trong Asparagin 24, 38 va 83. Thanh phan hydratcacbon cua thEPO
nhu durge mo ta trong ban md ta nay khac véi thanh phan hydratcacbon tir thEPO
khac. Tinh khong ddng nhit vi mé cia N-glycan fucosyl hoa bao gdm céc cu tric
hai, ba va bén anten ¢4 gbc axit sialic mono va bi sialyl héa ndm trong khoang tr
40-60% hydratcacbon téng sb, tot hon 1a nim trong khoang tr 43- 50%, céu trac
trisialyl héa nim trong khoang tir 40-43% va chu trac tetrasialyl hoa nim trong
khoéng tir 10-13% hydratcacbon tdng sb.

Cu thé 13, vi trf O-glycosyl héa trong serin 126 c6 3 sialoform chtra tir dén 2
gbc axit sialic, ciu trac monosialyl héa l1a nhidu nhit va c6 mit véi lugng nim
trong khoang tir 78-82% glycan tdng sb va cdu tric khong sialyl héa c6 mat voi

lwong nam trong khoang tir 6-10% glycan téng sb.

Vi trf N-glycosyl hoa ctia asparagin 83 chira:
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- cAu trtic hai anten fucosyl héa chira tir 1 dén 2 gbc axit sialic, trong d6 chu

tric nay c6 méat voi luong nam trong khoang tir 8-12% glycan tdng sd,

- cAu trac ba anten fucosyl héa ¢ 1,2 va 3 gbc axit sialic, trdng d6 chu tric

nay cé mit voi lugng nam trong khoang tir 17 dén 21% glycan tong sb,

- chu trac bén anten fucosyl héa, ¢ tir 1 va 4 gbc axit sialic, trong d6 chu

tric nay c6 mat véi lugng nam trong khoang tir 27-31% glycan tbng sb va

- cAu trac bdn anten fucosyl héa ¢ N-axetylactosamin typ 1 va 2 c6 tir 1 dén

4 gbe axit sialic, trong d6 cAu tric ndy nim trong khoang tir 38-42% glycan

té)ng sb.

Céc thuat nglt thEPO, EPO, HS hodc chét dong phén d3 hyposialyl héa c6 tinh

bazo duge st dung thay thé cho nhau trong séng ché duogc dimg dé chi dugce phim

cb cac dic tinh duge mo ta trén day, cling thuong duge goi 1a NeuroEPO plus.

Déi trong duge phim theo sang ché chtra hoat chit 13 chit dong phéan cta
rhEPO da hyposialyl héa. Cac chét ddng phan d3 hyposialyl héa nay thu duoc bing
quy trinh dugc mo ta theo sang ché, khong bao ham ¥ bién d6i thEPO vé mit héa
hoc va/hodc di truyén dé thu duge chét ddng phan di néu. Chét ddng phan thEPO
1a mot phé‘xn hoat tinh cta dugc phém da néuy, co cAu tric bac ba lién quan dén
- glycosyl héa khéc véi ciu trac ctia NeuroEPO, mang lai cho ching hiéu qué cao

hon trong céc co ché bao vé than kinh va phuc hoi than kinh & ca in vitro va in vivo.

Péi tuong dugc phim theo séng ché duge sir dung theo dudong dung nhd mii
ho#c nho mit va & dang dung dich c6 dang bao ché thanh phém 1a thudc nhé miii,
thube xit miii hodc thude nhé mét. Duge phdm di néu chtra hoat chat thEPO da

hyposialyl héa va céc ta duoc va/hodc chét 6n dinh dugc dung ty chon.

Céc ta duoc va’hodc chét dn dinh dugce dung khong doc dbi voi cac dbi tugng
dung ching & lidu lugng va ndng do dugc st dung va co thé bao gbm polyme két
dinh sinh hoc nhu hydroxymetylxenluloza, hydroxypropylxenluloza va
metylxenluloza; chét 1am 6n dinh protein nhu L-tryptophan, L-leuxin, L-arginin

hydroclorua vd/hodc L-histidin hydroclorua va mu6i cta nod.

Ung dung trj liéu va phuong phép didu tri
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Sang ché d& xult dugc phim hitu ich trong viée didu tri cac rdi loan hé than
kinh nhu: bénh mach méu ndo, bénh tAm thin va bénh thoai héa thin kinh. Cu thé
12, cac bénh da néu cd thé 13: ching mat tri, d6t quy, bénh Parkinson, mat diéu hoa,
chén thuong so ndo, bénh ting nhan 4p, bénh tu ky, bénh giam oxy-huyét & tré so
sinh, bénh da xo cling, bénh xo cimg teo co mot bén va tén thuong than kinh do

chin thuong, nhiém ddc hodc bc xa.

Sang ché con d& xuit phuong phép bao gdm budc st dung rhEPO di
hypaosialyl héa cho dbi tugng cin diéu tri tir mot dén ba 1an mdi tudn trong khoang
th&i gian tr 6 dn 12 thang. Viéc st dung nay s& dugc thuc hién trong mii (IN),
bang cach nhd thubc tir tir vao niém mac. Lidu ding ndm trong khoéng tir 0,1 mg-
4mg, tot hon 1a nam trong khoang tlr 0,5mg-1mg. Lugng dung t6i da & mbi lidu 13
1ml; 0,5ml cho mdi 16 mii véi téng lidu hang ngay 12 3ml. Luong nay cd thé dugc
phén rhbi theo thé tich nhé hon trong khoang thdi gian tir 5-15 phut gifra mdi 1an

b1, t6t hon 14 sau mdi 15 phit.
Phuong phéap thu nhin chét ddng phan cia thEPO d4 hyposialyl héa
Phwong phép duoc yéu ciu bao ho trong sang ché bao gdm cac giai doan khac
nhau va st dung cac dong té bao duoc mé ta dudi day:
Dong té bao |

Dong té bao ¢b thé dugc st dung dé thuc hién d6i tuong phuong phép theo
séng ché tuong ty nhu da bao céo nhim san xut thEPO. Trong s& d6, cac dong
duoc st dung nhidu nhat 1a: CHO, COS, BHK, Namalwa, HelLa, Hep3B, HepG2,

tét hon 1a s dung dong t€ bao CHO cho séng ché.
Quy trinh [én men

Quy trinh 1én men theo sang ché duoc thuc hién biang cach st dung phuong
phép ST. Quy trinh nay bao gdm mot sb giai doan, giai doan tht nhit bao gdm
birde 3 dong bng thubc tiém tir ngan hang té bao dang hoat dong cho dén khi dat
i4n nhiét 6 phong (18-24°C). Sau d6, thuc hién giai doan tiép theo, trong 46 cao
1ép & blo @8 co dac té bao va kha ning sdng ctia t& bao dé dam bao cdy chit 1én

men gidng thich hop véi muc dich gia ting sinh khoi.
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Khi dat duoc mat 4o t& bao > 1x10° & bao/ml, quy trinh 1én men dugc bt dau
v6i chc ché do hoat dong khc nhau. Cac ché do niy c6 thé 13: nudi cdy theo mé,
nudi cay lién tuc luu giit hodc khéng luu gift sinh khéi.

Pé thu dugc chit ddng phan hyposialyl hoa, cAn dam bao nhiét do nim trong
khoéng 34 + 2°C va 4 pH nim trong khoang 6,8 + 0,4 trong giai doan 1én men
nay.

Té bao phat trién trong moi trudng nudi chy khong chira protein cho dén khi

dat dugc nong dd cubi cliing ctia glutamin nam trong khoang tlr 8-12mmol/l.
Quy trinh tinh ché
Quy trinh tinh ché rhEPO d3 hyposialyl héa bao gbm céc budc sic ky sau:

Trudce hét, thuc hién séc ky 4i luc gia trong phéi t& ¢ mau. Muc dich cua
bude nay la thu git thEPO va loai bé mot phan chét gy nhiém chinh cé mét trong
dich ndi (SN). Sau d6, thuc hidn séc k¥ loc gel d€ bién doi dém clia protein thanh

dung dich st dung cho buéc sic k¥ ti€p theo.

Sau d6, thuc hién sic ky i luc gia nhd chelat kim loai. Budc nay nham muc
dich thu gitt thEPO va loai bo hoan toan phdn chat gay nhiém chua dugc loai bé
trong céac budc trude ctia quy trinh nay. Séc ky loc gel lai dugc thuc hién 14n nita dé

bién ddi dém niy thanh dung dich sir dung cho bude sic ky tiép theo.

L3 giai doan quan trong ciia quy trinh san xuét nén phuong phép sac ky trao
461 anion can duogc thuc hién véi phoi tr amoni bac bon Q. Cot don khoi dugc st
dung trong buédc sac ky nay. Muc dich cta bude sac ky nay 1a tach céc chat dong
phan hyposialyl héa (hoat tinh sinh hoc) khoi cac chat axit, gitr lai ADN va ndng dd
ciia sén phdm. T4t cd cic budc ndy dam béo rang thu dugc cac dong dang

hyposialyl héa ma khong bi nhiZm hogc 14n chét dong phan c6 tinh axit.

Cudi cung, thuc hién sic ky loc gel mot 14n nita véi muce dich bién doi chat

&&m va cho phép protein ndy ria gidi & dang nguyén liéu thd ¢b hoat tinh.

M6 ta van tit cac hinh vé kém theo
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Hinh 1. CAu hinh chit dong phan: A) Dinh nghia kidu cit ctia chit dong phan;
B) SN dugc tao ra trong mdi truong nudi céy & cac diéu kién nhiét d6 va do pH da
duoc danh gia.

Hinh 2. T¥ 18 chit ddng phan da hyposialyl héa trong méi trudng nudi cly &
cac didu kién nhiét 46 va do pH da dugc danh gia.

Hinh 3. Ty 18 chit ddng phan d3 hyposialyl héa trong timg mdi truong nudi
ciy & cac diéu kién d3 dugc danh gid & quy md thir nghiém.

Hinh 4. Cudng d6 ty d6i cia chét ddng phén c6 tinh axit yéu hon trong SN.

Hinh 5. Anh hudng cia giai doan bién ddi cua 4o pH va do din dién dén kha
ning hip phu tinh & phdi tir amoni bac bbén Q cia chit dong phan rhEPO: (A)
hyposialyl héa (c6 tinh bazo), (B) ¢6 tinh axit.

Hinh 6. Dudng cong giao thoa A): Chét nén sic ky "Q SFE", B): Cot don
khdi"CIM QA™.

Hinh 7. Anh huong ctia d6 pH cia dém rira gidi dn tinh nang clia chit dong
phén c6 tinh bazo va chét ddng phén c6 tinh axit.

Hinh 8. Su phan bd ciia chit ddng phan ctia thEPO da hyposialyl héa & quy
md san xut.

Hinh 9. Nghién ctru N-glycan cua thEPO da hyposialyl hoa bang phuong
phép sac ky 16ng tuong tac icon ludng tinh-ura nude két hop v6i khoi phd.

Hinh 10. Dién di dd ion chiét xudt (EIE) cia glycoform glycopeptit thEPO
0126 d3 hyposialyl héa d& quan sat dugc nho cit bang: a) trypsin va neuraminidaza
va b) trypsin.

Hinh 11. EIE cta cac glycoform glycopeptit N83 di quan sat duoc nho duge
c4t bang trypsin va neuraminidaza.

Hinh 12. EIE cta thEPO d3 hyposialyl héa cac glycoform glycopeptit N83 da

quan st dugc nhd cdt bang: a) trypsin va neuraminidaza va b) trypsin.
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Hinh 13:M5 ta so luge kha nang séng ciia mé nudi chy té bao hinh sao tai thdi
didm 24 va 48 gid sau khi té bao bi t6n thuong bdi 8% dimetylsulfoxit (DMSO) va
duoc xir 1y tiép theo bang rhEPO d3 hyposialyl héa.

Hinh 14. Biéu d6 Kaplan-Meier, kha ning sbng trong 7 ngdy quan sat.

Hinh 15. Tinh trang thin kinh ctia chudt sau khi nhdi méu 24 gio.

Hinh 16. Anh huong cia viéc sir dung cac chét dong phan rhEPO khéc nhau

d6i v6i sb lwgng hong ciu ludi & mod hinh chudt cé hong ciu binh thuong.

Sang ché dugc 1am 13 thém bang cac vi du va so liéu sau day. Tuy nhién, céac

vi du nay khdng duoc hiéu 13 gi¢i han pham vi cla sang ché.
Vi du thye hién sdng ché

Vi du 1. Anh huéng clia do pH va nhiét do 1én cAu hinh ciia chat dong phan thEPO
& quy m6 phong thi nghiém.

Tir dong té bao CHO da duge bién nap gen EPO cta ngudi, da thu duge ngin
hang té bio gidng da thich nghi dé phat trién & dang huyén phi trong mdi trudng
nudi ciy khong chira protein. Sau 37 thé hé tuong tmg véi 25 ngay nudi cy, t bao
da thich nghi hoan toan véi mdi trudng nuodi ciy nay.

Pé danh gia su biéu hién cta dong té bao nay trong & cac diéu kién d6 pH va
nhiét d6 khac nhau, duogc thiét ké thir nghiém trong d6 ca hai bién nay dugc két hop
v6i nhau. Cac didu kién thtr nghiém duogc thé hién trong bang 1. B pH cla mdi

trudng nudi cdy dugc kiém soat bing viéc bd sung 0,5 mol/l natri hydroxit.

Bang 1. Céc didu kién thuc nghiém nhim dénh gia &nh huéng cla céc bién d6 pH
va nhiét d6 18n cAu hinh ciia chit ddng phan thEPO.

Néng do té bao ban dau (t€ bao/ml) 0,3x10°
Kha ning song cia té bao(%) >90
Thoi gian nudi cay (ngdy) 7
N 35
Nhiét @6 u (°C) 37
Thé tich hoat dong (ml) 300
72
Do pH 7,3
7,5
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10/36



48936

CAu hinh cta chit déng phan cia thEPO tuong tmg véi cac mau SN dugc tao
ra trong cac moi trudng nudi ciy & cac diéu kién khac nhau di danh gia dugc xac
dinh bang céch tap trung diém ding dién. D3 st dung hdn hop chira ampholin c6 do
pH nim trong khoang tir 2 dén 5 va tir 3 dén 10, vat li¢u tham chiéu bén trong
EPOCIM® d3 duoc st dung lam ddi chimg. Ty 18 mét do ciia timg chét dong phan
trong cac mau dugc phén tich bing phép do ty trong, bang cach st dung chuong
trinh Gene Tools. Chét ddng phan cé tri s6 d6 pH nim trong khoang tir 2,80 dén
4,25 duge xac dinh 13 chit ddng phan c6 tinh axit va cac chit c6 tri s6 d6 pH nam
trong khoang tir 4,25 dén 6,55 dugc x4c dinh 12 chét dong phan c6 tinh bazo (Hinh
1A).

Hinh 1B cho thiy ring c4u hinh chét ddng phan bi 4nh huéng manh béi nhiét

do. Bét chip d6 pH, khi cdc mau SN tuong Gng véi timg didu kién duoc so sanh &
nhiét d6 37°C vé6i dbi chimg, da quan st thiy 7 chit ddng phan c6 tinh axit. Mt
khac, & nhiét d6 35°C, da quan sat théy su mét chét dé‘)ng phén c6 tinh axit, su quan

sat ndy da dugce béo céo ¢ cac diéu kién ¢6 do pH nam trong khoang tir 7,2 dén 7,3.

Hinh 2 cho thdy ring & cac didu kién d6 pH nim trong khodng tir 7.2 dén 7,3
va nhiét do 35°C, téng sb chit ddng phan thu dugc (100%) 1a chét ddng phén c6
tinh bazo.

Vi du 2. Anh hudng ctia d6 pH va nhiét do dén chu hinh chit ddng phan rhEPO &
quy mo thir nghiém.

D3 danh gia tdc dong cua cac didu kién nuéi cdy tét nhat thu dugc & quy md
phong thi nghiém (Nhiét o 35 °C, d6 pH nam trong khoang tir 7,2 dén 7,3) trong
mdi trudng dugce kiém soét va thuan loi hon cho viéc nudi cdy té bao. Tl ngén
hang t& bao gibng da dugc md ta trong vi du 1, bén thiét bi 1én men duoc thiét k&
bing céach st dung 10 phan tng sinh hoc loai ST (Infors-AGCH 4103, Bottmingen)
¢6 thé tich hitu ich 12 3,51. Céc didu kién hoat dong dugc thé hién trong bang 2. Kha

ning song ban dau cia t& bao 1a cao hon 90% & tt ca cac diéu kién dugc danh gia.

Bang 2. Cic diéu kién hezt dGng trong Ung voi ting thiét bi Ién men
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Théng s6 Diéu kién 1 Diéu kién 2 Pidu kién 3 Piéu kién 4

Xv ban dau (té bao/ml) 0,5x10° 1,76x10° 1,08x10° 2,31x10°
Nhiét ¢6 hoat dong (°C) 37 35 35 37
b6 pH 7,41 7,2 73 -
Thé tich hoat dong (L) 1,5 3 3 3
Téng thdi gian nudi ci

‘g ¢ Y 5 7 7 7
(ngay)
Dong khi (ml/phit) 15 15 15 15
T8¢ @6 canh khudy

150 150 150 150

quay (vong/phut)
Tbc d6 pha lodng (vvd) - 0,3 0,3 0,3

Céc mAu duoc 14y vao cubi mbi quy trinh 1én men va cAu hinh chét ddng phan
ctia cadc mau SN duge tao ra trong cac maiu céy dbi véi cac diéu kién duoc danh gia
trong 10 phan g sinh hoc duge x4c dinh bang cac phuong phép tép trung diém
ding dién. Sau khi thu duge céc c4u hinh nay, chuong trirth Gene Tools da dugc st
dung va bét d4u tir hinh anh tuong tmg véi gel tip trung diém ding dién, d3 x4c
dinh d0 16n cla timg bing cd trong gel va da dénh gid ty 1¢ chét ddng phan da
hyposialyl héa d6i véi timg diéu kién.

C6 thé thiy ring trong Hinh 3 & céc didu kién nudi cdy 2 va 3 (35 °C, 46 pH
nim trong khoang tr 7,2 dén 7,3), ty 1& chét ddng phéan d3 hyposialyl hoa 1a cao
hon & céc didu kién 1 va 4. Cac két qua ny chirng minh cho két qua dat duoc quy
md phong thi nghiém, tirc 14, bing céch thay ddi cac didu kién hoat dong dé c6 do
pH n3m trong khoang tir 7,2 dén 7,3 va nhiét do la 35°C, céu hinh chit dong phan
ctia thEPO duoc bién dbi, dat duge d6 16n 16n hon & cac didu kién c6 tri sb do pH
nim trong khoéng tir 4,25 dén 5,85.

Vi du 3. Su biéu hién cia chit ddng phan rhEPO c6 tinh bazo dugc thuan lgi hon
bing cach gia ting ndng d6 glutamin trong moi truong nudi chy,.

Dé danh gia xem liéu sy gia ting ndng d6 glutamin trong moi trudng nudi chy
6 &nh huéng dén su gia ting chét ddng phan di hyposialyl héa hay khong, da ddnh
gi4 su bidu hién ctia dong té bao CHO tao ra thEPO. Ngén hang té bio gibng da

duoc cho tiép xuc v6i cac nong @6 glutamin khéc nhau trong moi trudong nudi cdy
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d3 str dung, va thich nghi v6i méi trudong nudi chy di thuc hién trong 15 ngay.
Pénh gi4 bit ddu véi ndng o té bao ban dau 1a 0,5x10° té bao/ml trong thé tich
cudi cung 13 300ml mdi trudng nudi cdy, bang cach st dung chai xoay dugc gilt
trong ti 4m 37°C véi tbc do khudy 12 600 vong/phut. Nong do glutamin cudi cling
trong moi truong nudi cdy 1a: 8, 12 va 16mmol/l va moi trudng nudi cdy chua

6mmol/l ctia glutamin di dugc sir dung lam dbi ching.

Cuong 4o ty dbi ciia chit ddng phan di hyposialyl héa trong SN cta cac mau
chy d dugc danh gia bang phuong phdp do ty trong sau bdy ngay xu 1y bang

glutamin & cac ndng @ khac nhau.

Hinh 4 cho thiy ring v&i méi bién thé trong s6 ba bién thé duoc danh gid, da
thu duge ty 1é chit ddng phan da hyposialyl héa cao hon dbi voi @bi chimg, do d6
chimg minh rang véi su gia ting ndng do glutamin trong moi truong nudi cdy,
phuong phép thu nhan chat ddng phan d3 hyposialyl héa trong SN dugc thudn loi
hon. P4 quan sat thiy tri s6 cao nhét cta cac chét ddng phan ndy v6i glutamin

gmmol/1 (87%).

Vi du 4. Anh huéng ciia d6 pH va d¢ dan dién dén do hép phu cta chat ddng phan
c6 tinh axit va cht Gdng phan cé tinh bazo manh trong cot trao di amoni bac bdén
() & quy md phong thi nghiém.

Véi muc dich xc dinh céc didu kién do pH va do dan dién c6 li cho 46 hap
phu 16n nhét ctia chit d@dng phan c6 tinh axit trong ¢t trao @i amoni bac bén manh
Q, d3 dénh gia cac dung dich dém sau déy: 20mmol/] natri phosphat (diaxit khan va
monobazao dihydrat) va Tris 20mmol/1, HCI 10mmol/l. Cac dung dich dém da dugc
danh gia & céac tri sb d6 pH va do d2n dién khac nhau, 46 pH nam trong khodng tr 6
va 8 va d6 din dién ndm trong khoéng tir 1,5 dén SmS/cm.

P4 quan sat thdy d6 hip phu 16n nhit ctia chit ddng phan cé tinh axit dén bd
trao ddi ion v&i cac didu kién bao gdm d6 pH=6 va do dan dién la 1,50mS/cm. Mt
khac, do hép phu cua chét d@)ng phan hyposialyl héa (c6 tinh bazo) dat cuc dai & dd
pH=8 va do din dién 14 1,50mS/cm. Cac két qua dugc thé hién trong Hinh 5.
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Vi du 5. Chéit nén anion manh Q sit dung phuong phap ¢t don khéi c6 hidu sudt
phan tach chét ddng phan thEPO tdt hon so v6i sir dung k¥ thuat gel sic ky thong
thudng & quy mé phong thi nghiém.

Db hép phu dong (Q) cla mdi phuong phap dang nghién ctru dugc tinh todn
v6i hai dudng cong giao thoa, bang cach sir dung hai trong s6 tbc do dong thing
duge nha san xuat khuyén nghi cho mdi phuong phép 1a 100cm/gi¢ va 600cm/gio
d6i véi k§ thust gel séc ky (Q SFF) va 156cm/gidr va 624cm/gios dbi v6i phuong
phap cdt don khéi (CIM QA). Dung dich cin bang dugc st dung cho cac thir
nghiém bing ky thuat thong thudng va cho ky thudt cot nguyén khoi 1a dém Tris-
HCI ¢6 d6 pH=8 va do dan dién 13 1,5mS/cm, theo céc két qua thu dugc trong vi du
4,

M3u thEPO d3 duoc dung cho cac cot va tai dAu ra ma cic mAu duge Ay tir d6
tai cac thoi diém khic nhau. Ham luong protein (C) trong mdi miu duge xac dinh
bang phuong phap quang phé k&. Véi cac tri s6 Cin d3 biét & mdi miu, da tinh todn
duogc ph?m protein khong bi hép phu C/C,. Téi trong, la khéi luong protein duge
dﬁng cho cdt trén mdt don vi thé tich gel x4c dinh, dugc tinh theo mg rhEPO/ml

chit nén Q da tinh todn dugc theo thoi gian.

Trong Hinh 6, céc tri s& C/CO so voi 4o hép phu dong dugc biéu dién br?mg dd
thi qua dudng cong giao thoa cho phép biét Q cia gel trén mdi phan protein khong
bi hép phu C/Cy=0,1 & tbe do dong x4c dinh. Hinh 6A thé hién dudng cong giao
thoa thu dugc bing k¥ thuat gel sic ky thong thudng, trong do téc do dong thip
nhét 12 toe @0 ¢b luu luong dong 16n nhét. Hinh 6B cho thdy rang phwong phép cot
don khéi c6 d hip phu dong tuwong tu voi hai tbe dd dong thang dugc thir nghiém,
vi vy cdt nay cd thé hoat dong & tdc dd dong cao hon ma khéng gip phai su thay

d6i vé do hap phu dong cia chét nén.

Béng 3 thé hién tri sb Q thu duge béng cac phép do khéc nhau da dugc thuc
hién.
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Bang 3. Tri s6 Q thu dugc bang ting téc d6 dong dugc nghién clru trong cot
Q SFF va CIM QA.

Cot Dong khi Q (rhEPO/ml gel)

(cm/h)
QSFF 100 7,82
600 5,58
CIM QA 156 8,25
624 7,79

Khi so sénh cac két qua cia nghién ctru Q dugc thuc hién trong cdt trao dbi
ion manh trong cdt da dugc nhdi va cot don khéi, da quan sat théy r%mg ca hai
phuong phép nay déu c6 Q tuong tu nhau ¢ vén tbc tuyén tinh thép nhit duoc
nghién ctru. Tuy nhién, & vin tdc tuyén tinh cao nhét, cot don khdi ndy c6 dd hép
phu dong cao hon dd hép phu dong cia chit nén sic ky truyén thdng di danh gid
1,40 1an. Do d6, cb thé két luan ring cot don khéi nay cho phép ting dong hoat
dong ctia quy trinh nay ma khdong anh hudng &én kha nang x 1y khdi lugng rhEPO
cAn tinh ché.

Vi du 6. Su rira gidi cia chét ddng phan rhEPO d3 hyposialyl héa trong cot don

khéi & quy mé phong thi nghiém dugc thuan loi hon bing cach lam giam do pH.

Céc thtr nghiém dugc thuc hién béng cach sir dung cdt Q SFF va CIM QA.
Dung dich cén bing dugc st dung cho ca hai phuong phép nay 1a dém Tris-HC1 &
6 pH=8 va dd din dién bing 1,5mS/cm, theo vi du 4. Vén t¢ tuyén tinh 1am viée
ctia cot Q SEF 1a 600cm/gidr va vén tde tuyén tinh lam viée cia cot don khdi 1
624cm/h. Sau khi thay ddi dém thanh dung dich cin bing dugc d€ cap trén ddy, san
phdm dugc st dung cho céc thir nghiém nay 1a san phém thu dugc tir cot sac ky ray
phan tir G-25 "Sephadex". Dé rira giai chit dbng phén c6 tinh bazo, thuc hién mét
sb 1an chay bang cot trao dbi anion don cdt bing cach st dung dém natri axetat
50mmol/l Tween 20 0,01% & tri s6 40 pH: 4,41; 4,81; 5,06; 5,20.

Su thu hdi thu dugc trong quy trinh rira giai chét déng phan hyposialyl héa (co
tinh bazo) va chét dong phén c6 tinh axit trong mdi 14n chay duoc thé hién trong

Hinh 7. Tt phén tich cac két qua ndy, di xéc dinh rang d6 pH cia dung dich dém
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rira gidi chit ddng phan c6 tinh bazo tang thi hiéu suit giam, do d6 dém natri axetat

50mmol/l & @6 pH=4,41 duoc lya chon dé rira giai.

Vi du 7. Quy trinh thu nh4n rhEPO d3 hyposialyl héa & quy md san xuét 13 thich
hop vé su phan tach chét dong phan va 9 tinh khiét.

Tir ngén hang té bao gidng da dugc md ta trong vi du 1, quy trinh 1én men da
duoc thuc hién v6i kha nang séng ban dau ciia t€ bao 1a 16n hon 90%. Giai doan 1én
men duoc thuc hién & nhiét 4o 35°C, trong moi trudng nudi céy khong chira protein
d3 duoc bd sung glutamin @ dat dugc ndng d cubi cling nidm trong khoéng tir

8mmol/1, dd pH ctia mdi truong nudi ciy duge gift trong khoéng tir 7,2 dén73.

Sau bbn 14n thu hoach, giai doan tinh ché dugc thuc hién, trong do6 cot trao dbi
v6i phbi tir bac bdn Q dugc sir dung cho budce quan trong, bing cach st dung cot
don khéi. P3 st dung dung dich Tris-HCl 6 d6 pH=8 va do dan dién bing
1,5mS/cm 1am chat dém can bang va dém natri axetat 50mmol/l c6 d6 pH=4,41 dé
rira giai.

CAu hinh chét ddng phan cua bdn mé nguyén lidu thd hoat dong thu dugc sau
quy trinh tinh ché dugc xac dinh bing cac phuong phéap tap trung diém ding dién.
D3 st dung hdn hop chtra ampholin c6 d§ pH ndm trong khoang tir 2 dén 5 vatir 3
dén 10, va vit liéu tham chiéu EPOCIM® bén trong di dugc st dung lam dbi
chirng. Hinh 8 thé hién tinh nhit quéan trong budc tach chit ddng phan, trong d6 chu
hinh chit ddng phan dugc cAu hinh bai sdu chit ddng phéan chinh dugc quan sat,

trong d6 chi c6 hai chét duoc dung chung véi d6i chimng.

Ngoai ra, ham lugng axit sialic cua chét ddng phan di tinh ché dugc xac dinh
theo phuong phap x4c dinh phan tir dugc md ta trong Dugc dién Chau Au 8.0
(2014) va do tinh khiét duoc x4c dinh bing phuong phap HPLC pha ngugc. Bang 4
thé hién ham lugng axit sialic va két qua tinh ché thu dugc.
Béang 4. Ham luong axit xialic va két qua d9 tinh khiét ciia thEPO da hyposialyl

héa.
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San phim Axit sialic RP-HPLC
(axit sialic mol/mol protein) (%)
Meé 1 5,1 96,24
Meé 2 5,5 98,03
Mé 3 6,5 98,38
Mé 4 6,9 98,29

Ham luong axit sialic nhé hon 10 mol axit sialic/ phan tir protein va 4o tinh
khiét 16n hon 95% trong bén mé, tir d6 ¢ thé két ludn réng quy trinh thu nhan
rhEPO d3 hyposyalylat hdéa dam bdo thu nhén chét ddng phan c6 do pH nim trong
khoéang tir 4,25 dén 5,85, khac véi Két qué di quan sat & NeuroEPO.

Vi du 8. Chu tric bac ba lién quan dén glycosyl héa thEPO da hyposialyl hoa thé
hién tinh khong dong nhét vi mo dic trung.

Phan tich glycan

D4 nghién clru cAu hinh N-giycan cia n6, thEPO da hyposialyl héa dugc bién
tinh va duge cit bing enzym Peptit N-glycosidaza F (PNGase F). Sau khi N- glycan
duogc giai phéng, chung duge tinh ché bing cach chiét xuit pha rin, st dung
HyperSepHypercab SPE (Mancera-Arteu, M. va déng tic gia (2016)
Anal.Chim.Acta 940: 92-103. Sau d6, chung dugc din xuét theo quy trinh nhu
dugc mo ta boi Giménez va ddng tac gia nam 2015. (Gimenez, E va dong tac gia

(2015) Anal. Chim. Acta, 866: 59-68).

Phuong phép sic ky 1ong mao quan twong tac icon ludng tinh-ta nude két hop
v6i khéi phd duge thyc hién theo phuong phép duge mo ta béi Mancera-Arteu, M.
va ddng tic gia (2016) Anal. Chim. Acta, 940: 92-103.

Hinh 9 thé hién khéi phd ciia ba glycan dugc phat hién trong rhEPO da
hyposialyl héa. C6 thé thdy ring, glycan 3Ant2SiAlFuc la nhiu nhét, trong khi d6
glycan 4Ant4SiA1Fuc dugc tim thdy véi sb lugng it.

Bang 5 thé hién ty 1€ dién tich trong d6i ctia glycan theo chu tric.

17

17/36



48936

Bang 5. Ty I€ dién tich tuong dbi cia glycan theo chu tric.

Glycan Dién tich (%)~
Chu tric hai anten 10,3
Chu tric ba anten 17,2
CAu trac bén anten 72,5

Bang 6 thé hién glycan dugc phat hién vdi dién tich twong db6i twong tng, khéi
luong phéan tr thuc nghiém don ddng vi (Mexp) va sai s6 khéi lugng. C6 thé thay

rang c6 mdt sd lugng dang ké glycan cé cAu tric it bi sialyl hoa hon.

Béang 6. N-glycan dugc phét hién trong thEPO da hyposialyl hoa bang phuong

phép séc ky 1ong mao quén tuong tac icon ludng tinh-ua nuée két hop véi khéi

phd.
Glycan Dién | Diéntich (%) | Dién tich Sai s6
] tich (%) - Mexp[Da]
2 Ant 2Ant1SiAlFuc | 608,586 2,91 10,3 2154,8011 9,39
2Ant2SiAlFuc | 2,321,812 11,31 2445,8983 8,34
3 Ant 3Ant1SiAlFuc | 448,587 2,18 17,2 2519,9309 6,25
3Ant2SiAlFuc | 1,872,328 8,98 2811,0307 7,25
3Ant3SiAlFuc | 2,562,955 12,46 3102,1243 6,58
4Ant 4Ant1SiAlFuc | 589,168 2,94 30,1 28885,0609 8,01
4Ant2SiAlFuc | 2,122,871 10,03 3176,1571 6,09
4Ant3SiAiFuc | 4,243,325 20,74 3467,2550 5,60
4Antd4SiAlFuc | 1,575,249 7,80 3758,2975 5,11
4Ant 1LacAc | 4Ant1LacNAc | 205,545 1,01 35,0 3250,19175,45
1SiAlFuc
4Ant1LacNAc | 1,506,731 3,67 3541,2889 5,75
2SiA1Fuc
4Ant1LacNAc | 807,621 7,01 3832,3847 3,44
"~ 3SiAlFuc
4Ant1LacNAc | 8,539,613 3,00 4123,4849 4,12
4SiAlFuc
4Ant 4Ant2LacNAc | 185,318 0,88 3,32 3906,4126 1,11
2Lac 2SiA1Fuc
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Ac 4Ant2L.acNAc | 433,265 2,06 4197,4971 5,26
3SiAlFuc

4Ant2LacNAc | 322,987 1,59 4488,5519 6,33
4SiA1Fuc

4Ant 4Ant3LacNAc | 68,423 0,32 4,081 3980,5185 24,3
3Lac 1SiA1Fuc

Ac 4Ant3LacNAc | 1,092,708 0,3 4271,4698 16,70
2SiAlFuc

4Ant3LacNAc | 83,360 0,38 4562,5930 13,0
3SiAlFuc

4Ant3LacNAc | 95,315 0,43 4853,651516,6
4SiAlFuc

* 13 dién tich trong ddi so véi glycan tdng s duwoc phat hién. * * 1a dién tich twong d6i dugc phan
loai theo anten so vdi glycan tdng sb dugc phét hién.

C6 thé thiy ring trong bang 6, glycan cd cAu triic bi sialyl héa nhiéu hon (bbn
phan tir axit sialic) dugc tim thdy vdi ty 18 thap. Thay vao d6, céc cu tric c6 phan
t& axit sialic chua dugc tim thdy & cac rhEPO khac nhu 3Ant1SiAlFuc,
4Ant1SiA1Fuc, 4AntlLacNAcl1SiAlFuc va 4Ant3LacNAclSiAlFuc dugc phat
hién. Glycan 4Ant3SialFuc c6 nhiéu trong thEPO d2 hyposialyl héa. Ngoai ra, c6
thé thiy ring ty 1¢ dién tich tuong dbi ctia anten so véi glycan tong sé dugc phét
hién 13 khéc v6i rthEPO khéc va cac cAu trac ¢ mot hodc hai géc axit sialic ¢6 mat

v6i lrong 16n hon 50% dién tich trong dbi boi anten.
Phéan tich glycopeptit

Dé phat hién tAt ca cac glucoform cé trong céc glycopeptit Oz va Ng3, thEPO
va thEPO-CRS (san phim tham chiéu dugc dién) da duge cit biang trypsin va
neuraminidaza (thEPO HS-TN). T4t ca cac sialoform trong mdi glucoform duoc
phat hién d dugc d4nh gid tir phan tich cét bing trypsin (thEPO HS-T). Mau duge
phan tich bang phuong phép khéi phd theo quy trinh duge md ta bdi Giménez, E.
va ddng tac gia (2011) Rapid Commun Mass Spectrom. 25: 2307-2316.

Céc Hinh 10A va B thé hién glycoform glycopeptit EIEof O1a 14n Iuot dugc
phit hién trong céc chét phan gidi thEPOHS-TN va HS-T. Trong chat phan giai tht
nhét, d& quan sit thdy mot dinh tuong Gng véi dinh glycoform O126/0SiA, vi
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neuraminidaza tao ra sy khir sialyl héa hoan toan glycopeptit, sao cho tAt ca cac
sialoform tré thanh mdt glycoform duy nhét. Nguge lai, khi chi dugc cit bang

trypsin, da quan sat thy ba sialoform c6 0, 1 va 2 phén tir axit sialic.

Béang 7 thé hién sialoform Oz dugc phét hién véi dién tich twong d6i, khoi
lrong phén tr thuc nghiém don ddng vi (Mexp) va sai s6 khdi luong trong tmg.
Béang 7. Céc glycoform dugc phat hién trong glycopeptit O1z6 clia hyposialyl héa va
thEPO CRS da dugc cit bang trypsin.

rhEPO-CRS-T
Glycopeptit Rt
0126 [phit] Dién tich Rel Mexp[Da] Sai s6 [ppm]
(%]
0SiA 12,1 1,61 1829,9169 15,0
1SiA 14,6 60,4 2121,0166 15,0
2SiA 18,4 38,0 2412,1175 15,0
hyposialyl héa -TEPO
Glycopeptit Rt
0126 [phiit] Dién tich Rel Mexp[Da] Sai s6 [ppm]
[%e]
0SiA 14,0 8,88 1829,9173 15,2
ISiA 17,2 80,5 2121,0173 15,3
2SiA 22,1 10,7 2412,1215 17,1

Céc két qua thu duge cho thdy ring sialoform chiém da sb 13 sialoform chtra
mdt phan tr axit sialic. Cé hai ty 1¢ dién tich tuong 46i ctia chit ddng phén d sialyl
héa va cla cac chit dong phan chi c6 mot axit sialic du cao hon so vdi cac chat
nhir 43 mb ta déi véi thEPO khéc, tim thiy theo ty 1€ ca hai sialoform khac véi
CRSrhEPO.

Dbi véi glycopeptit N83, khi phan tich cit thEPO HS-TN, di phat hién séu
¢inh, tuong tng v6i sau glycoform khac nhau khong chira axit sialic. Cac EIE thu

¢uoc dugc thé hién trong Hinh 11 va céc glycoform dugc phat hién trong bang 8.

20

20/36



48936 - 21/36

Céac két qua thu dugc cho thay rang & vi tri Ngs, cac cau truc bon anten khir sialyl

héa phirc chiém ty 1é cao hon.

Béng 8. Cac glicoform ctia EPOHS-TN glycopeptit N83 dé phat hién

Glycopeptits; R [phit] Dién tich .o Mexp [Da] Sai s6 {ppm]
[%6] "
2Ant0SiA1Fuc 15,4 17,12 4126,9263 13,0
3Ant0SiAlFuc 15,7 27,33 44920674 13,9
4Ant0SiA1Fuc 15,9 24.30 4857,1996 12,9
4Ant1LacNAcOSiA1Fuc 16,2 . 12,50 5222,3335 12,3
4 Ant2T.acNAcOSiA1Fuc 16,4 6,75 5587,3257 13,6
AAnt3LacNAcOSiAlFuc 15,9 12,0 5952,6219 14,8

Hinh 12A cho thiy ring khéng cé sy phén tach gifra cac chu truc bbn anten
khac nhau trong chit phan giai thEPOHS-TN. Nguoc lai, khi phén tich glycoform
sialyl hda cua chét phan giai thEPOHS-T, quan sét thdy su phan tach rd rang gifta .
ching, cac chét c6 ba gbe axit sialic c6 mat dd 16n hon (Hinh 12B). Cac két qua

ndy phut hop véi cac phat hién tir nghién ctru glycan.

Bang 9 thé hién tit ca cic sialoform dugc phat hién va dién tich twong d6i,
khéi luong phan tir thyc nghiém don dong vi (Mexp) va sai s6 khdi luong tuong

ung.
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Bang 9. Cac glycoform cua glycopeptit N83 dugc phét hién trong cac chét

phén giai trypsin va trypsin/neuroaminidaza.

Glycopeptit Ng; Dién tich | Dién tich Mexp [Da] Sai s6
tham chiéu (%)~ . [ppm]
(%)

2 Ant 2Ant1SiAlFuc 2,54 10,47 4417,9833 3,43
2Ant2SiAlFuc 7,93 4709,1311 14,3
3Ant 3Ant1SiAlFuc 9,17 19,56 4783,1079 1,58
3 Ant2SiAlFuc 7,49 5074,2569 12,1
3Ant3SiAlFuc 2,90 5365,3564 12,2
4Ant 4Ant1SiAlFuc 4,82 29,13 5148,2690 7,08
4Ant2SiAlFuc 9,58 5439,4017 13,6
4Ant3SiAlFuc 9,06 5730,5066 14,5
4Ant4SiAlFuc 5,67 6021,4347 14,0
4Ant 1LacAc | 4Ant1LacNAclSiAlFuc 4,40 23,79 5513,3202 8,08
4Ant1LacNAc2SiAlFuc 7,67 5804,5468 14,9
4Ant1LacNAc3SiAlFuc 5,96 6095,5354 3,31
4Ant1LacNAc4SiAlFuc 5,76 6386,8708 34,4

4An 4Ant2T acNAc2SiAlFuc 6,42 17,05 6169,8030 34,1
t 4Ant2Y acNAc3SiAlFuc 4,81 6460,6122 11,7
2LacAc 4Ant2LacNAc4SiAlFuc 5,82 6751,6217 23,9

Két qua chimg minh ring thEPO d3 hyposialyl héa dwge dac trung & chd, nd
c6 it cu trac duge sialyl héa hon (vi du, 2Ant1SiA1Fuc hodc 3Ant]SiAlFuc) khi
protein nay chi duoc cit bang trypsin. Khi ty 1& dién tich twong dbi ctia cdu trac
sialyl héa don va doéi dugc x&c nhén, cac két qua cho thiy ring ching ¢é mat véi

luong khoang 60%.

CAu tric bdn anten trong glycopeptit N83 dugc tim thdy véi ty 18 phan trim
cao nhét so véi cac glycoform khac, cac chu tric ¢4 hai gde axit sialic 1a cac cdu
trac c6 ty 18 16n nhét.

Vi du 9. RhEPO d3 hyposialyl héa cé tac dung phuc hdi t& bao hinh sao khang lai
doc tinh clta DMSO déi v6i € bao.
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Dong té bao hinh sao PG4 dugc nudi ciy trong mdi trudng Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) c6 ham lugng glucoza cao, dugc bb sung
NaHCO; 3,7g/l va 10% huyét thanh bé (FBS). C4c té bao nay duoc u trong 24 giy
& nhiét d6 37°C trong moi trudng 5% CO,/ 95% khong khi. Sau thoi gian xac dinh,
SN duoc chiét xuit va cac t& bao nay dugc gdy tén thwong bang DMSO 8% va
duoc u tiép trong 24 gid. Sau d6, loai bo SN va bd sung moi trudng nudi cly
DMEM 2% chtra thEPO d3 hyposialyl héa véi cac né)ng do6 khac nhau (1,25; 2,5; 5
vA 10 ng/ml). Tai thoi didm 24 giv va 48 gid, bd sung thude thir Alamar Blue, sau
d6 0 cac té bao nay trong 6 gid va doc két qua & bude séng 540/630nm. T4t ca céc

mé nudi cdy dwoc i & nhiét do 37°C trong méi trudmg 5% CO»/95% khong khi.

C6 thé thdy trong Hinh 13, céc té bao cb thé phuc hoi kha ning séng cia
ching trong rhEPO da hyposialyl héa & cac ndng do khac nhau 1,25; 2,5; 5 va 10
ng/ml, didu kién t6t nhat 1a rhEPO d3 hyposialyl héa 1,25 ng/ml, ching té kha nang

phuc hoi cia té bao hinh sao.

Vi du 10. RhEPO d3 hyposialyl héa cé hoat tinh bio vé thin kinh tét hen
NeuroEPO.

Chudt nhay tir Mong C6 da duge sir dung dé phat trién mo hinh thiéu méau cuc
bd mot bén vinh vién theo phuwong phap duge mo ta bdi Kahn K. trong 1972, (Kahn
K. (1972) Minneap 22: 510-515). Sau d6, chudt dugc chia ngau nhién thanh 5
nhém thir nghiém:

Nhém 1: Ta duge: 10 pl té duoc

Nhém 2: Puge xit ly biang 0,142mg/kg rhEPO d3 hyposialyl héa

Nhém 3: Puge xit Iy bang 0,0142mg/kg thEPO 42 hyposialyl héa

Nhém 4: Puge xtt Iy bing 0,142mg/kg NeuroEPO

Nhém 5: Puge xt Iy bang 0,0142mg/kg NeuroEPO

M3i 14n diéu tri dugc thuc hién theo dudng truyén, ba lan/ngdy trong bén
ngay. Chudt dugc danh gia trong 4 ngay diéu tri d4u tién, cling nhu trong qué trinh
hdi phuc & 3 ngay tiép theo.
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Cac két qua thé hién ty 1 chuot sdng sét cao hon déng ké so v6i chit mau khi
dugc xtr Iy bang rhEPO d hyposialyl héa véi lidu 0,142 va 0,0142mg/kg, trong khi
d6 chi ¢6 NeuroEPO chi lam giam ty 1€ tir vong dang ké véi lidu 0,142mg/kg
nhung khong lam gidm ty 1€ tir vong voi lidu 0,0142mg/kg (Hinh 14).

Panh gi4 v& mit than kinh cho thy tic dung bao vé thin kinh cia thEPO &3
hyposialyl héa (NeuroEPO plus), 1am gidm dang ké céc tri s& cua thang diém than
kinh & chudt duge xir Iy vai liéu lugng duge sit dung, so véi nhém gia duge va véi
c4c nhom dugce xir Iy bang NeuroEPO, trong d6 két qua tuwong tu thu duge bang
rhEPO d3 hyposialyl héa chi c6 thé dat duge véi liu 0,142mg/kg. (Hinh 15).
(Kiém tra théng ké Duncan, mic y nghia p>0,05; mirc khac biét p>0,05).

Vi du 11 RhEPO d3 hyposialyl héa khong lam tang sb lugng hong cau ludi & md
hinh chudt ¢6 hdng cau binh thudng.

Chudt cai B6D2F1 duge chia ngau nhién thanh 6 nhém thtr nghiém, mdi
nhém 6 con va duge didu tri mot lidu duy nhét nhu sau:

Nhém 1: 0,003mg/ml rhEPO chuén 1am viéc trong thé tich 200ul theo dudng
tiém dudi da (SC).

Nhém 2: 0,006mg/ml rhEPO da hyposialyl hoa trong thé tich 200pul theo
duong SC.

Nhém 3: 0,5mg/ml rhEPO da hyposialyl hda trong thé tich 200p1 theo dudng
truyén.

Nhém 4: Img/ml rthEPO da hyposialyl hoa trong thé tich 200ul theo dudng
truyén.

Nhém 5: 2mg/ml rthEPO da hyposialyl hoa trong thé tich 200ul theo dudng
truyén.

Nhém 6: Dbi ching, 200 pL ta duge theo dudng SC.

Két qua sé luong hdng cAu ludi duge thé hién trong Hinh 16. C6 thé thiy ring
khéng co sy khéc biét ddng ké gifta chudt trong nhém d6i ching va chudt trong cac

nhém duge xir 1y bing thEPO di hyposialyl héa bang ca hai dudng SC va dudng
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truyén. S6 Irgng hong ciu ludi ciia chudt duge xir Iy bing chit rhEPO chuin 1am
viéc cao hon dang ké so vé6i sb lugng hdng ciu luéi ciia chudt trong nhém dbi
chitng va trong nhém duoc xur ly bang thEPO di hyposialyl héa, bing c4 hai duong
ding. (Tht nghiém Duncan, mitc y nghia p>0,05; mirc khac biét p <0,05).

CAc két qua d3 chimg minh ring EPO hyposialyl héa khong 1am ting s6 luong
hdng cau ludi, thAm chi ngay ci & lidu cao nhét dugc thiét 14p cho thir nghiém nay,

didu nay cho thiy ring EPO hyposialyl héa khong c6 tac dung tao mau.
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YEU CAU BAO HO
1. Dugc phim, dic trung & chd dugc phim ndy chira hoat chét 1a erythropoietin tai
t6 hop cia ngudi (thEPO) ¢4 tri s6 diém ding dién nim trong khoang tir 4,25 dén
5,85 va 6 khong ddng nhét vi mé cua N-glycan da fucosylat hda dugc hinh thanh
bdi cdu tric bi, tri va tetra-anten, cé cac gbc axit sialic d3 dugc mono va bi-sialyl
héa véi lrgng nim trong khoéng 40-60% glycan téng sb, gbc axit sialic di dugc tri-
sialyl héa véi lugng nim trong khoéng 40-43% glycan tdng sb va gbc axit sialic da
dugc tetra-sialyl héa v6i lugng ndm trong khoang10-13% glycan tdng sb va ché

phdm nay con chira td dugce dugce dung.

2. Dugc pham theo diém 1, d4c trung & chd vi tri O-glycosyl hda trong serin 126 c6
3 sialoform chira tir 0 dén 2 gbc axit sialic, trong d6 cau trac monosialyl héa nay 13
phé bién nhat va chiém tir 78-82% glycan tong s6 va ciu tric asialyl héa chiém tir

6-10% glycan tong sb.

3. Dugc pham theo diém 1, dac trung & chd vi tri N-glycosyl héa cua asparagin 83
chtra:
- C4u trtc hai anten d3 fucosyl héa chira tir 1 dén 2 gdc axit sialic, trong do
chu tric ndy cb mit véi lugng nim trong khoang tir 8-12% glycan téng sb,
- C4u tréc ba anten da fucosyl héa chira tir 1, 2 va 3 gdc axit sialic, trong d6
c4u tric ndy ¢ mat véi lrong nim trong khodng tir 17-21% glycan tong s,
- C4u trtic bbn anten da fucosyl héa chira tir 1 va 4 gbc axit sialic, trong d6 ciu
trac ndy c6 mit véi lugng ndm trong khoang tix 27-31% glycan téng sb va
- C4u triic bdn anten da fucosyl héa chira N-axetyl lactosamin typ 1 va 2 ¢ tir
1 gbc 4 gbe axit sialic, trong d6 cdu tric ndy ¢é mit voi luong nim trong
khodang tir 38-42% glycan tong sb.
4. Duoc phém theo diém 1, dac trung & chd ta duoc duge dung nay la polyme bam
dinh sinh hoc va chét dn dinh protein.

5. Dugc phdm theo diém 4, dic trung & chd polyme bam dinh sinh hoc ndy duoc

chon tir nhém bao gdm:
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- hydroxymetylxenluloza,
- hydroxypropylxenluloza va
- metylxenluloza.

6. Duoc phém theo diém 4, dic trung & chd chét 6n dinh protein nay dugc chon tir
nhém bao gbm:

- L-tryptophan,

- L-leuxin,

- L-arginin hydrocloura va

- L-histidin hydrocloura.

7. Phuong phép thu nhin rhEPO ma khéng cin bién ddi héa hoc va di truyén va tri
s6 diém d’éng dién ndm trong khodng tir 4,25 dén 5,85 theo diém bit ky trong sb céc
diém 1-6, dic trung & chd budce 1én men duge thuc hién trong bé khuéy va bude sic
ky v6i ot don khdi 1am chét trao dbi anion véi phdi tir amoni bac bén Q duoc sir

dung trong qua trinh tinh ché.

8. Phuong phép theo diém 7, dic trung & chd budc 1én men rhEPO dugc thyc hién
trong bé khudy & nhiét d6 35°C va pham vi d6 pH nim trong khoang 7,2-7,3, trong
mdi trurdng nudi ciy khong chira protein di bd sung glutamin & tao ra nong d6

cudi cting nim trong khoang tir 8 va 12 mmol/L.

9. Phuong phap theo diém 7, dac trung & chd trong budce tinh ché, dung dich Tris
20 mmol/L, HCI 10 mmol/L ¢ d6 pH=8 va d6 din dién béng 1,5 mS/cm dugce st
dung 1am dém cin bing va dung dich natri axetat 50 mmol/L ¢6 d6 pH=4,41 lam

dém rira gidi.

10. Duoc phim chtra hoat chit thEPO d3 hyposialyl héa thu dugc bing phuong
phép theo céc diém tir 7-9.
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