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Linh vyc k§ thuit dwoc dé cap
Sang ché @& cép dén protein tinh bot huyét thanh P (Serum Amyloid P:
SAP), phuong phép tao ra protein nay, té bao budng trimg chudt déng Trung Quéc

(Chinese Hamster Ovary: CHO) va dugc phdm chira protein nay.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Protein tinh bot huyét thanh P (SAP) 1a mét thanh vién ctia ho protein
pentraxin. SAP dugc tiét ra béi gan va tudn hoan trong mau duéi dang pentame on
dinh. Nghién ctru trudc day da ching minh rang SAP d6ng vai trd quan trong trong
ca pha khoi mao va pha quyét dinh cta dap tng mién dich. SAP ¢6 thé gén két voi
céc gbc duong trén bé mit clia vi khudn va nho @6 kich thich qué trinh opsonin hoa
va thyc bao cta ching béi cac té bao trinh dién khdng nguyén. SAP ciing gin két
v6i ADN ty do va cromatin dugc sinh ra bdi céc té bao chét theo chuong trinh &
giai doan quyét dinh cla dap tng mién dich, do d6 ngan ngvra dép Gng viém th
phat khang lai cac khang nguyén nay. Céac phén tir duoc gin két béi SAP duoc loai
bo ra khoi ving ngoai bao do SAP ¢6 kha ning gin két voi ca ba thy thé Fey (Fey
receptor: FeyR) ¢b didn, c6 4 lye cu thé dbi véi FeyRII (CD32) va FoyRII (CD16).
Sau khi gin két thu thé, SAP va phirc hop da gin két bat ky thuong dugce ndi bao
hoa va xir Iy boi té bao.

Gén day, da c6 goi y ring SAP c6 thé dugc sir dung 1am tac nhan didu trj dé
diéu tri nhiéu rbi loan khac nhau, bao g<‘3m céc ri loan lién quan dén su xo hoa, rbi
loan qué méin, rdi loan ty mi&n, viém niém mac va cac rdi loan viém nhu cac rdi
loan do su nhi®m vi khudn gy ra. Vi du, xem don yéu ciu cip Bing doc quyén -
sang ché My sé 11/707333, 12/217617, 12/720845 va 12/720847. Cac liéu phap
protein dé diéu tri bénh & ngudi d4 cach mang hoa nganh cong nghiép chim séc
sttc khoé. Tuy nhién, c6 rat nhiéu kho khin trong viéc tao ra liéu phap protein c6

hiéu qua can thiét va/hodc véi lugng du dé hitu ich 1am tac nhan didu tri. Nhidu tac
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nhan diéu trj tiém ning da duoc cai bién dé 1am ting hoat tinh sinh hoc cia chung,
nhu thoi gian ban huy trong huyét twong, so véi protein c6 ngudn gbc tu nhién.
Coéng nghé biéu hién tai tb hop thudng dugc thyc hién dé tao ra cac polypeptit véi
lwong di. Pang tiéc 14 nhidu hé tai td hop tao ra céc polypeptit c6 dic tinh sinh hoc
khac véi cac dang c6 ngudn gbc tu nhién, didu nay c6 thé anh hudéng dén dugc
dong hoc, 40 an toan va hi¢u qua cua san phém diéu tri.

Do d6, van cin phét trién céc polypeptit SAP va phuong phap san xuét

chung sao cho phu hgp véi viée di€u tri & nguoi.

Bin chit k§ thuit ciia sang ché

Mot phin sang ché @& xuét cac polypeptit tinh bot huyét thanh P (SAP) bién
thé va phuong phap tao ra chung. Sang ché bao gdm ca phwong phép va ché phdm
dé bd sung, loai bd hoic cai bién cac gdc duwdng dé tao ra polypeptit SAP bién thé
¢6 kiéu glycosyl hoa mong muén ca in vitro va in vivo.

Theo mdt s6 khia canh, sang ché dé xuét polypeptit SAP ciia ngudi dugc
glycosyl hoa chira chudi oligosacarit dugc lién két véi N hodc dugc lién két véi O
c6 it nhit mdt nhanh két thiic bing gbc axit sialic c6 lién két a2,3.

Theo mot sb khia canh, sang ché d& xult polypeptit SAP cia ngudi da
glycosyl hoa chira chudi oligosacarit dugc lién két véi N hodic duoc lién két voi O
c6 cac géc axit sialic c6 lién két 02,6 it hon it nhit 50% so v&i SAP kiéu dai duoc
phan 14p tir huyét thanh ciia ngudi.

Theo mét s khia canh, sang ché @& xudt phwong phap tao ra polypeptit SAP
clia ngudi glycosyl hod, bao gdm budéc bidu hién polypeptit SAP trong té bao va
phén 14p polypeptit SAP tir té bao nay. Theo phuong 4n dwgc wu tién, t& bao 1a té
bao CHO. Theo mdt s khia canh, té bao 1a t€ bao CHO - S.

Theo mét s khia canh, sang ché d& xuét phwong phap tao ra polypeptit SAP
ctia ngudi, bao gdbm budce biéu hién polypeptit SAP ciia ngudi trong té bao CHO va
phan 14p polypeptit SAP ciia ngudi tir t& bio nay.

Theo mot sb khia canh, sang ché d& xuit phuong phap tao ra polypeptit SAP
clia ngudi, bao gdm bude cung cdp polypeptit SAP clia ngudi glycosyl hoa chira

chudi oligosacarit dugc lién két véi N hoidc duge lién két véi O va bién ddi bing

-3-
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phuong phap enzym hoic hoa hoc chudi oligosacarit dugc lién két véi N hodc dugc
lién két v&i O cua polypeptit SAP d tao ra polypeptit SAP glycosyl hoa dugc cai
bién.

Theo mdt s khia canh, sing ché d& xuét phuwong phép tao ra polypeptit SAP
clia ngudi, bao gdbm budc cung cip polypeptit SAP ciia ngudi va bién dbi
polypeptit SAP bing phwong phap enzym hodc hod hoc nay dé tao ra polypeptit
SAP glycosyl ho4 chira oligosacarit dwgc lién két véi N hodc dugc lién két véi O.

Theo mot s6 khia canh, séng ché @& xuét polypeptit SAP ciia ngudi duge tao
ra bang quy trinh bao gdm buéc biéu hién polypeptit SAP trong té bao CHO va
phan 13p polypeptit SAP tir t& bao nay.

Theo mdt sb khia canh, sang ché dé xuét té bao CHO chira polypeptit SAP
ctia ngudi mang chudi oligosacarit dugc lién két véi N ¢6 it chit mét nhanh cuia
chudi oligosacarit két thic bang gdc axit sialic ¢6 lién két a2,3.

Theo mdt sb khia canh, sang ché @ xuit té bao CHO chua trinh ty
polynucleotit ma hod polypeptit SAP cua ngudi.

Theo mdt s6 khia canh, sang ché dé xuét polypeptit SAP ciia ngudi c6 ndng
d6 ICso d8 wrc ché su biét hoa cua bach ciu don nhan to thanh t& bao s¢i in vitro
thdp hon mét phan hai, thdp hon mot phin ba, thip hon mét phin tw, thdp hon mot
phin mudi hodc thip hon mdt phan mét trim so véi gia tri ndy ciia miu SAP kiéu
dai twong tmg dugc phan l4p tir huyét thanh clia ngudi.

Theo céc phuong 4n dugc wu tién, polypeptif SAP cia ngudi theo sang ché
c¢6 chudi oligosacarit dugc lién két véi N. Theo mot sé phuwong an, it nhit mot
nhanh cta chudi oligosacarit dugc lién két v6i N két thiic bing gbe axit sialic c¢6
lién két a2,3. Theo mét sb phuong an, chudi oligosacarit dugc lién két véi N c6 cac
gdc axit sialic c6 lién két 02,6 it hon it nhit 50% so véi SAP kiéu dai dugc phén 1ap
tir huyét thanh cta ngudi. Theo mot sé phuwong 4n, tit ca cic nhanh cua chudi
oligosacarit duge lién két voi N két thiic bing cac gde axit sialic ¢6 lién két a2,3.
Theo mét s& phuong 4n, chudi oligosacarit dugc lién két v6i N gan nhu khong chira
cac gbc axit sialic co lién két 02,6. Cac polypeptit SAP bién thé glyco theo séng
ché ¢ thé chira mot hodc nhidu nhanh, vi dy, chudi oligosacarit dugc lién két véi N

c6 thé c6 dic trung 1 ¢ cu tric nhanh d6i, nhanh ba, nhanh t hodic nhanh nim.
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Theo mét sé phwong 4n, chudi oligosacarit dugc lién két v6i N chira nhan sacarit
nim la Man[(al,6-)-(Man(al,3)]-Man(B1,4)-GlcNAc(B1,4)-GlcNAc(B1,N)-Asn.
Theo mdt s§ phuong 4an, chudi oligosacarit dugc lién két voi N chira it nhit mot
nhanh c6 cu tric NeuNAc2a3Galp4GlcNAcB2Manaé. Theo mot sd phwong an, it
nh4t mot nhénh cta chudi oligosacarit dugc lién két véi N gan nhu khéng chira
galactoza va N - axetylglucosamin. Theo mot sé phuong 4n, tit ci cic nhanh cia
chudi oligosacarit duogc lién két véi N gin nhu khong chira galactoza va N-
axetylglucosamin. Theo mot sé phuong 4n, it nhdt mét nhanh cia oligosacarit dugc
lién két v6i N chira mot hodc nhiéu gbc manoza. Theo mdt sé phuong an, chudi
oligosacarit dugc lién két véi N chira it nhit mot gbc fucoza. Polypeptit bét ky
trong sb cc polypeptit SAP bién thé glyco theo sang ché c6 thé chwra it nhit gbc
glycosyl dugc cai bién. Gbe glycosyl dugc cai bién c¢6 thé lién hop v6i mot hoic
nhidu nhém cai bién dugc chon tir cac polyme tan va khong tan trong nuéc, cac gbc
didu tri, tdc nhan chin doan va phén t sinh hoc.

Theo s& mot khia canh, polypeptit SAP theo sang ché c6 thé 13 polypeptit tai
t6 hop. Polypeptit SAP theo sang ché c6 thé chira trinh tu axit amin c6 mic do
gidng vé trinh ty it nhét 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoic 100% so véi
céc trinh tw SEQ ID No. 1, 2 3, hoic 4. Tét hon, néu polypeptit SAP nay 1 protein
SAP cuia ngudi. Polypeptit SAP ctia ngudi theo sang ché c6 thé chira trinh ty axit
amin c6 mic do gidng v& trinh tu it nhit 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hodc 100% so véi SEQ ID NO: 1,

Theo mdt sb khia canh, polypeptit SAP cta ngudi theo sang ché 14 protein
dung hop chira viing SAP va mdt hodc nhiéu viing khac loai. Viing khéc loai nay c6
thé 1am tang mot hodc nhiéu dic tinh trong sb tinh én dinh in vivo, thoi gian ban
huy in vivo, su hép thu/str dung, sy phan b hoic khu trd md, sy tao thanh phirc hop
protein va/hoic tinh ché.

Theo mét s6 khia canh, polypeptit SAP ctia ngudi theo sang ché chira mot
hodc nhiéu géc axit amin dugc cai bién, vi du, axit amin PEGyl ho4, axit amin
glycosyl hoa (vi du, su glycosyl hoa duoc lién két voi O), axit amin prenyl hod, axit
amin axetyl hod, axit amin biotinyl hoa va/hojc axit amin dugc lién hop véi chét

dan xuét hoa hitu co. Cic gdc axit amin dugc cai bién c¢6 thé 1am ting mot hoidc
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nhiéu dic tinh trong sé tinh 6n dinh i vivo, thoi gian ban huy in vivo, sy hip thu/st
dung, su phan b hodic khu tri mé, sy tao thanh phirc hgp protein va/hoic tinh ché.

Theo cac phuong 4n dugc wu tién, polypeptit SAP clia ngudi theo sang ché
c6 hoat tinh sinh hoc ting 1én so véi miu SAP kiéu dai twong g dugc phén lap tir
huyét thanh cta ngudi. Theo mdt sé khia canh, polypeptit SAP theo sang ché c6
néng d6 ICso dé trc ché sy biét hoa cia bach ciu don nhén to thanh t& bao soi in
vitro thdp hon mdt phan hai, thp hon mot phan ba, thdp hon mét phén tu, thip hon
mot phﬁn mudi hodc thép hon mot phén mot tram so v6éi mau SAP kiéu dai tuong
g duogc phén 1ap tir huyét thanh ciia ngudi.

Theo mét s6 khia canh, phuong phap tao ra polypeptit bit ky trong sé céc
polypeptit SAP ciia ngudi theo sang ché bao gdm budc bd sung Ia bién dbi
polypeptit SAP bing phuong phdp enzym hosic hoa hoc dé lién két chudi
oligosacarit duoc lién két véi N hodc duoc lién két véi O vao polypeptit SAP hozic
dé cai bién chudi oligosacarit dugc lién két v&i N hodc dugce lién két voi O sén c6
trén polypeptit SAP. Theo mot sé phuong 4an, budc bién dbi polypeptit SAP bing
phuong phap enzym hoic hod hoc bao gém viéc xir Iy polypeptit SAP bing mot
hoic nhiu protein c¢6 hoat tinh enzym dugc chon tlr glycosyltransferaza,
glycosidaza va phosphataza. Theo mot s& phuong 4n, qué trinh bién ddi polypeptit
SAP bing phuong phap enzym hodc hoa hoc bi tdc dong bdi sy c6 mit ciia mot
hodc nhidu tién chit dudng. Céc tién chit duong thich hop bao gdm, nhung khong
chi gigi han &, UDP - N - axetylglucosamin, CMP - N - axit glycoylneuraminic
UDP - N - axetylgalactosamin, CMP - N - axit axetylneuraminic, UDP - galactoza
va GDP - fucoza. Theo mot s6 phwong 4n, qué trinh bién ddi polypeptit SAP bing
phuong phédp enzym ho#c hoa hoc loai bé mot hodc nhiéu géc axit sialic c6 lién két
02,6 tan cing ra khéi chudi oligosacarit dugc lién két voi N hodic dugc lién két véi
O. Theo mdt s phuong 4n, qué trinh bién ddi polypeptit SAP di phan lap bing
phuong phép enzym hodc hoé hoc thay thé mét hodc nhidu gbc axit sialic ¢6 lién
két 02,6 tan cling trén chudi oligosacarit b%mg mot hodc nhiéu géc axit sialic ¢6 lién
két 02,3.

Séang ché con dé xudt dugc phdm chira polypeptit SAP ciia ngudi theo sang

ché thich hop dé st dung trén dong vét c6 vii. Dugc phim theo sang ché chira it
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nhit mdt polypeptit SAP dugc bdc 16 trong ban md ta ndy va chit mang dugc dung.
Theo mot sb phuong 4n, duge phim nay con chira chét c6 hoat tinh bd sung. Theo
mdt sb phwong 4n, duge phdm dugc bao ché dusi dang san phim giai phéng duy
tri. Theo mot sb phuong an, dugc phdm theo sang ché thich hop dé st dung cho
bénh nhén qua duong khu tri bing cach tiém, tiém trong tinh mach, bang cach
x0ng, thudc ciy c6 tac dung lién tuc hoic bing cach bom.

Sang ché con mo ta phwong phép diéu tri hoic phong ngira céc rdi loan hoiic
tinh trang bénh ddp ung v6i SAP bing céch cho bénh nhan can diéu tri sir dung
lwong hitu hiéu c6 tac dung didu tri cia mot hogic nhiu polypeptit SAP theo séng
ché. Cac rbi loan hojc tinh trang bénh d4p tmg véi SAP bao gdm, nhung khong chi
gidi han 0, su rdi loan hoic tinh trang bénh ho4 xo hoic ting sinh hoa xo, sy rdi
loan hoic tinh trang bénh qua man, sy r6i loan hoc tinh trang bénh tu mién, bénh
hodc tinh trang viém, va viém niém mac. Polypeptit SAP theo sdng ché c6 thé dugc
st dung cho bénh nhén qua dwong khu tru, bang cach tiém, tiém trong tinh mach,
bing céach xong, thubc ciy co tac dung lién tuc hodc bom, hogc két hop cac dudng
nay. Theo mot s& phuong 4n, polypeptit SAP theo séng ché dugc sir dung v6i mot

hodc nhiu chét c6 hoat tinh b sung.

MO ta vin tit cic hinh vé

Fig.1. Thir nghiém biét hoa t& bao s¢i. Thir nghiém trén co s thir nghiém
ELISA dugc sit dung dé xac dinh murc d6 tao ra MDC sau khi 1t bach ciu don nhan
to véi polypeptit SAP. Truc Y thé hién hiéu lyc trung binh (nghia 13 gié tri trung
binh ctia 7 thir nghiém ddc 14p) ciia SAP thu duge tir huyét thanh ctia ngudi (human
serum - derived SAP: hSAP) so v&i SAP ciia ngudi tai tb hgp (recombinant human
SAP: thSAP) dugc phan lap tir t&8 bao CHO - S. Hoat tinh twong dbi ctia hSAP
duoc dit bang 1,0.

Fig.2. Phén tich c4u tric glycan ctia cac polypeptit SAP bién thé. Phén tich
sic ky 16ng khdi phd (Liquid Chromatography Mass Spectrometry: LCMS) (dugc
thé hién trén Fig.2A) va phan tich séc ky 16ng hiéu ning cao trao d6i anion (Anion -
Exchange High Performance Liquid Chromatography: AEX - HPLC) (dugc thé

hién trén Fig.2B) dugc st dung dé x4c dinh su lién két axit sialic trén SAP cia
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ngudi tai t6 hop tai cdu trac glyco dugc phan l4p tir t& bao CHO - S. Phan tich sic
ky 16ng khdi phd (LCMS) (dugc thé hién trén Fig.2C) va phén tich sic ky 1dng hiéu
ning cao trao dbi anion (AEX - HPLC) (dugc thé hién trén Fig.2D) dugc sir dung
d8 xac dinh sy lién két axit sialic trén hSAP (SAP thu dugc tir huyét thanh cia
ngudi) tai cdu tric glyco. Phan tich sic ky 1ong khéi phd (LCMS) (dugc thé hién
trén Fig.2E) va phén tich sic ky 16ng hiéu ning cao trao ddi anion (AEX - HPLC)
(dugc thé hién trén Fig.2F) duogc sir dung dé xac dinh sy lién két axit sialic trén
thSAP da dugc xtt Iy bing a2,3-sialyltransferaza dé 1am ting s lugng axit sialic c6
lién két 02,3 tan cung trén cac glycan SAP. Débi véi cac hinh vé LCMS, truc X thé
hién khéi lwong tinh theo Dalton va truc Y thé hién cudong do tuwong dbi. Péi véi
cac vét HPLC, truc X 14 thoi gian tinh theo phut va truc Y 13 don vi hip thy (mAU).

Fig.3. Thir nghiém bi¢t hoé té bao soi. Thir nghi€ém trén co s& thr nghiém
ELISA dugc sir dung dé x4c dinh mtrc d9 tao ra MDC sau khi ¢ bach ciu don nhén
to v&i polypeptit SAP bién thé. Truc Y thé hién hoat tinh twong dbi trung binh ciia
mdi bién thé SAP so véi chét chudn tham chiéu hSAP c6 hoat tinh dugc dit béng
1,0 (xem thanh ngoai cung bén trai).

Fig.4. Thr nghiém biét hoa té bao soi. Bach ciu don nhén to dugc xir ly
bing hMCSF va sau d6 duge dinh lugng v& murc d6 biét hoa t& bao soi. Truc X thé
hién ndng d6 hMCSF dugc ¢ v6i bach cdu don nhan to ciia thé cho. Truc Y thé hién
lwong ting sinh t& bao sgi vao ngay thir nim duge xac dinh bing cach dém té bao
soi trén m&i 5,0 x 10* té bao,

Fig.5. Thr nghiém biét hoa té bao soi. Bach cdu don nhan to dugc xir ly
b::fmg hSAP va sau d6 dugc dinh lugng v& mirc d6 biét hoa té bao soi. Truc X thé
hién ndng d6 hSAP duoc 1 v6i bach cu don nhan to cta thé cho. Truc Y thé hién
lwong tang sinh t& bao vao ngay thtr nim dugc xé4c dinh bang cach dém té bao soi

trén mdi 5,0 x 10* té bao.

MBO ta chi tiét sang ché
Téng quan
Phén 16m c4c peptit c6 trong trong tw nhién déu cé gbc hydrat cacbon (nghia

1a c4c glycan) gén véi peptit qua cac lién két dic hidu véi cac axit amin nhét dinh
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doc theo chiu dai cia chudi peptit so cip, nhdr d6 tao ra “glycopeptit”. Dang
glycosyl hoé ciia peptit cho trudc bat ky c6 thé c6 nhiéu tiém ning vé chirc ning
cho peptit d6. Vi du, cdu tric ctia glycan duge lién két véi N trén peptit ¢ thé tao
ra nhidu dic tinh cta peptit, bao gdm tinh mén cam véi proteaza, vin chuyén noi
bao, su tiét ra, huéng dich mo, thoi gian ban huy sinh hoc va tinh khang nguyén. Su
bién ddi ciia mét hodc nhiéu dic tinh ndy s& anh hudng 16n dén hidu qua cia peptit
& dang ty nhién cua nd.

Céc céu trac glycan dugc tim thdy trong céc glycopeptit ¢ trong ty nhién
thuong dugc chia thanh hai nhém, glycan lién két v6i N va glycan lién két véi O.
Céc peptit dugc biéu hién trong t& bao c6 nhan dién hinh thudng 1a dang dugc N -
glycosyl hod trén gdc asparagin & vi tri trong céu triic ban dau ciia peptit chira trinh
tir asparagin - X - serin/threonin, trong d6 X c6 thé 13 axit amin bat ky ngoai trir
prolin va axit aspartic. Phan hydrat cacbon ctia cic peptit ndy dwgc goi 13 glycan
duoc lién két voi N hodc oligosacarit dugc lién két véi N. Céc sy kién giai doan
sém cuia qud trinh N - glycosyl hod xay ra trong luéi ndi bao twong (endoplasmic
reticulum: ER) va dugc bao toan & dong vat cé vu, thuc vat, con trung va céc sinh
vét c¢6 nhan dién hinh bac cao khac. Trudc tién, chudi oligosacarit chira mudi bdn
gbc dudng duge tao chu trac trén phan tir chit mang lipit. Khi peptit mdi tao ra
duoc dich m3 va chuyén doan vao ER, toan bd chudi oligosacarit duoc chuyén
thanh nhém amit cia gdc asparagin trong phan {mg dugc xuc tic bdi enzym
glycosyltransferaza gén két mang. Glycan duoc lién két véi N dugce xir Iy thém & ca
ER va phirc hé Golgi. Qua trinh xtt 1y tiép thém nay thuong doi hoi phai loai bd
mdt sb gbc dudong va bd sung thém cac gbc duong khic trong cic phan tmg duoc
xiic tac bdi glycosylaza va glycosyltransferaza dic hiéu véi cac gbc dudng duge
loai b6 va bd sung thém.

Thong thudng, cdu tric cudi cua cic glycan dugc lién két véi N phu thude
vao sinh vat ma peptit dugc tao ra. Vi dy, cdc peptit do vi khuén sinh ra thuong
khéng duge glycosyl hoa. Céc peptit dwgc biéu hién trong té bao con tring thuong
chita chudi oligosacarit dugc lién két v6i N nhidu manoza hoic it manoza. Peptit
duoc tao ra trong méi trudng nudi ciy té bao cia dong vat c6 vi thuong duge

glycosyl hoé khac biét tuy thudc vao loai va didu kién nudi cdy té bao. Tham chi
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trong cling mét lodi va trong ciing diu kién, d6i khi vin gip mot luong khac biét
nhét dinh trong chudi glycosyl. N6i chung, céc peptit duge tao ra trong té bao thuc
vét chira cdu tric glycan khac biét d4ng ké véi céc peptit duge tao ra & té bao dong
vat.

D3 c6 nhidu phwong phap khéc nhau dugc dé xuét trong linh vire nay dé tuy
chon theo yéu cdu dang glycosyl hod ctia peptit, bao gdbm céc phuong phap dwgc
md ta trong cdc Cong bd don qubc t& WO 99/22764, WO 98/58964 va WO
99/54342 ciing nhu trong Bing ddc quyén sang ché M§ s6 US 5047335, V& co ban,
nhiéu enzym cén thiét cho qua trinh glycosyl hoa peptit in vitro di dugc tach dong
va giai trinh ty. Trong mot s trudng hop, céc enzym nay dugc st dung in vitro dé
bd sung cac dudmg dic hidu vao glycan trén peptit. Trong céc trudng hop khéc, té
bao da dugc tao ra b%mg k¥ thuat di truyén dé biéu hién su két hop clia cac enzym
va peptit mong mudn sao cho viéc bd sung gbc dudong mong mudn vao peptit dugc
bidu hién dién ra trong té bao.

C6 hai loai enzym chinh dugc st dung trong qua trinh téng hop hydrat
cacbon 1 glycosyltransferaza va glycosidaza. Glycosyltransferaza bb sung hogc cai
bién céc clu tric oligosacarit sin c6 trén peptit. Glycosyltransferaza c6 hidu qua
trong vi€c tao ra cic san phém dac hi€u véi kha néng kiém so4t ho4 hoc lap thé va
héa hoc vi tri tdt. Glycosyltransferaza da dugc sir dung dé tao ra oligosacarit va dé
cai bién cdu tric cia hydrat cacbon dugc lién két voi N va duge lién két véi O &
dAu tan cing, cu thé 1 trén cac peptit dugc tao ra trong té bao clia dong vt c6 vi.
Vi dy, oligosacarit & dau tan clng clia glycopeptit c6 thé duoc sialyl hoa va/hoic
fucosyl hod hoan toan d tao ra cAu triic dudng bén ving hon bang cich st dung
glycosyltransferaza, didu nay co thé cai thién dugc luc clia glycopeptit va nhiéu diic
tinh sinh hoc khéc.

Cac glycosidaza con dugc phén loai 13 exoglycosidaza (nhu B-manosidaza,
B-glucosidaza) va endoglycosidaza (nhu Endo-A, Endo-M). Cic glycosidaza
thuong xuc tdc qua trinh thuy phéan cia lién két glycosit. Tuy nhién, trong céc diéu
kién thich hop, ching c6 thé dugc str dung d8 tao ra lién két nay. Phin I6n cac
glycosidaza dugc sir dung dé tdng hop hydrat cacbon 14 exoglycosidaza, sy chuyén

gbc glycosyl xuét hién & dau tan cling khong khir ciia co chét. Glycosidaza gin két
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v6i thé cho glycosyl trong thé trung gian glycosyl - enzym c6 thé bi phéan cét boi
nudc dé tao ra san phim thuy phén va boi thé nhan & tao ra glycosit hodc
oligosacarit mgi. Con dudng lam vi du sir dung exoglycosidaza la sy tdng hop
trisacarit nhan cua tit ca cac glycopeptit dugc lién két véi N, bao gdm c4 lién két p-
manosit, dugc tao ra boi tac dung ciia f-manosidaza (Singh et al., Chem. Commun.
993-994 (1996)). Mic du viéc st dung ching thudng 14 it hon so véi viée sir dung
exoglycosidaza, endoglycosidaza ciing dugc st dung dé tao ra hydrat cacbon.
Endoglycosidaza c6 thé duge sir dung dé chuyén toan bd chudi oligosacarit, ding
hon 14 m0t monosacarit, vao polypeptit. Cdc manh oligosacarit dugc bd sung vao
co chét bang cach st dung endo-B-N-axetylglucosamin, nhu endo-F andendo-M
(Wang et al., Tetrahedron Lett. 37: 1975-1978; va Haneda et al., Carbohydr. Res.
292: 61-70 (1996)). Mdi enzym trong nhém enzym ndy déu dugc sir dung thanh
cong dé tao ra peptit glycosyl hoa. Pé danh gia chung, xem tai liéu: Crout et al.,
Curr. Opin. Chem. Biol. 2: 98-111 (1998).

Protein tinh bot huyét thanh P (SAP) 1a mdt protein huyét thanh c6 trong tu
nhién & dong vét c6 vii gdm nam ciu tric dudi phan tir, hoic “gen khéi dau” gidng
hét nhau, dugc lién két khong cong hod trj trong thé phirc hop dang dia. SAP thudc
vé siéu ho protein pentraxin, dugc dic trung béi chu tric pentame vong ndy. Cac
pentraxin ngén ¢ dién bao gdm SAP cling nhu protein c¢6 kha ning phan tmg v6i C
(Osmand, A.P., et al., Proc. Nat. Acad. Sci., 74: 739-743, 1997). SAP thuong dugc
tbng hop tai gan va c6 thoi gian ban huy sinh 1y 13 hai muoi tu gio. Trinh ty cta céu
trac du6i phan tr SAP cua ngudi duge thé hién dudi day, trinh t nay tuong tng
v6i cac axit amin tir 20 dén 223 ciia mé sd truy nhap Accession NO. NP_001630 tai
Ngén hang gen (trinh ty tin hi¢u khong dugc thé hién).

HTDLSGKVFVFPRESVTDHVNLITPLEKPLQNFTLCFRAYSDLS

RAYSLFSYNTQGRDNELLVYKERVGEYSLYIGRHKVTSKVIE

KFPAPVHICVSWESSSGIAEFWINGTPLVKKGLRQGYFVEAQP

KIVLGQEQDSYGGKFDRSQSFVGEIGDLYMWDSVLPPENILSA

YQGTPLPANILDWQALNYEIRGYVIIKPLVWYV (SEQ ID NO: 1)

Trinh ty cta cdu tric du6i phan tt SAP Gallus gallus dwgc thé hién dudi
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QEDLYRKVFVFREDPSDAYVLLQVQLERPLLNFTVCLRSYTD
LTRPHSLFSYATKAQDNEILLFKPKPGEYRFYVGGKYVTFRVP
ENRGEWEHVCASWESGSGIAEFWLNGRPWPRKGLQKGYEVG
NEAVVMLGQEQDAYGGGFDVYNSFTGEMADVHLWDAGLSP
DKMRSAYLALRLPPAPLAWGRLRYEAKGDVVVKPRLREALG

A (SEQID NO: 2)

Trinh tu cia cdu tric du6i phan tir SAP Bos taurus dugc thé hién dudi day.

QTDLRGKVFVFPRESSTDHVTLITKLEKPLKNLTLCLRAYSDL

SRGYSLFSYNIHSKDNELLVFKNGIGEYSLYIGKTKVTVRATE

KFPSPVHICTSWESSTGIAEF WINGKPLVKRGLKQGYAVGAHP

KIVLGQEQDSYGGGFDKNQSFMGEIGDLYMWDSVLSPEEILL

VYQGSSSISPTILDWQALKYEIKGYVIVKPMVWG (SEQ ID NO:

3)

Trinh ty cta cdu trac dudi phan tr SAP Cricetulus migratorius dugc thé
hién dudi day.
QTDLTGKVFVFPRESESDYVKLIPRLEKPLENFTLCFRTYTDLSRPHSLFSYN
TKNKDNELLIYKERMGEYGLYIENVGAIVRGVEEFASPVHFCTSWESSSGIA
DFWVNGIPWVKKGLKKGYTVKTQPSIILGQEQDNYGGGFDKSQSFVGEMG
DLNMWDSVLTPEEIKSVYEGSWLEPNILDWRALNYEMSGYAVIRPRVWH
(SEQ ID NO: 4)

Theo mot khia canh, sang ché lién quan dén sy phét hién bét ngd ring viéc
cai bién céu tric glycan trén polypeptit SAP clia ngudi c6 thé 1am tang hoat tinh
sinh hoc ciia polypeptit so véi mau SAP kidu dai twong tmg dugc phén 13p tir huyét
thanh cua ngudi. Nhu duge chimg minh bdi cac vi du trong phén md ta, SAP dugc
phan 14p tir huyét thanh ctia ngudi chi chira cac gbc axit sialic ¢6 lién két 02,6.
Nguoc lai, SAP ctia nguoi téi t8 hop dugc tao ra trong céc té bao CHO chi chira cac
gbc axit sialic ¢6 lién két 02,3. Bing céch str dung cic thir nghiém sinh hoc trén co
s& t& bao in vitro, cac polypeptit SAP axit sialic c6 lién két 02,3 duge ching minh
1a ¢6 hoat tinh cao hon mot céch dn dinh so véi SAP kiéu dai (nghia 1a SAP chira
cac gbe axit sialic c6 lién két 02,6) dugc phéan 1ap tir huyét thanh ctia ngudi. Cac

polypeptit SAP bién thé theo sang ché s& 13 cac chit didu trj hiéu qua hon do tiém

-12-



22184

ning sinh hoc dugc ting 1én cia ching. Vi du, cac bién thé SAP c6 tiém ning cao
hon c6 thé can sir dung liéu thdp hon va/hoic sir dung lidu it thudong xuyén hon so
v6i SAP kiéu dai dugc phéan 14p tir huyét thanh ciia ngudi. Sang ché dé xut ca
polypeptit SAP bién thé ciia ngudi va phuong phép tao ra chung. Cu thé, sang ché
bao gdm ca cac phuong phap va ché phim dé bd sung, loai bd hodc cai bién cac
gbc duong in vitro va in vivo @ tao ra polypeptit SAP ciia ngudi c6 kiéu glycosyl

hod mong mudn.

Céc dinh nghia

Trir khi dugc dinh nghia theo cach khéc, tit ca cac thuét ngit khoa hoc va k§
thuét duoc sir dung & day thudng cé ciing ¥ nghia theo cach hidu théng thuong cia
ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay. N6i chung, thuat ngir chuyén
nganh dugc st dung trong ddy va cic quy trinh trong phong thi nghiém v& méi
trudng nudi cdy té bio, cong nghé di truyén phan tir, hod hoc hitu co, hod hoc va
phép lai axit nucleic 14 da dwoc biét rd va thuong duge sir dung trong linh vire nay.
Céc k¥ thut co ban duge st dung trong tdng hop axit nucleic va peptit. Cac k¥
thuat va quy trinh nay thudong dugc thuc hién theo cac phuong phdp thong thudng
trong linh vuc ndy va céc tai li¢u tham khao chung khac nhau (vi dy, Sambrook et
al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y) dugc thé hién trong toan b tai liéu
nay.

Mao tir sd it “a” va “an” dugc str dung trong ban mo ta nay dé chi mot hoic
nhiéu hon mét (nghia 14 it nhit mot) déi twong ngit phap ctia mao tir ndy. Vi du nhu
“thanh phin” c6 nghia 1a mot thanh phan hodc nhidu hon mot thanh phan.

Khi duoc sir dung trong ban mé ta ndy, cac thuat ngir “didu tri” va “viéc diéu
tri” @& chi viéc thu duge hiéu qua dugc ly va/hodc sinh ly mohg mubn. Hiéu qua
ndy c6 thé 1a phong bénh dudi dang ngin ngira hoan toan hodc mdt phén rbi loan
hodc tri€u chiing cia né va/hodc cb thé 1a chira bénh dudi dang chira khéi hoan
todn hodac mot phé‘m dbi vé6i rbi loan va/hoidc tic dung phu c6 thé quy cho rdi loan
nay. Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuét ngi “didu tri” bao g@)m viée didu

tri bat ky bénh & déng vat c6 vii, cu thé 1 ngudi, va bao gdm: (a) 1am ting thdi gian
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séng; (b) 1am gidm nguy co tir vong do bénh; (c) e ché bénh, nghia 14 1am ngimg
su phét trién cia né hoic 1am giam tbc d6 tién trién cua bénh; va (d) 1am giam mirc
d6 bénh, nghia 1a 1am cho bénh thodi trién.

Khi duge st dung trong ban mé ta nay, viée trj lidu dé “tc ché” hodc “ngin
ngira” rbi loan hogc tinh trang bénh 13 mot hop chit ma trong miu théng ké, 1am
giam su xuét hién cua rdi loan hoic tinh trang bénh trong miu duge diéu trj so véi
mau ddi ching khong dugc diéu tri, hodc 1am cham sy khoi phéat hodc 1am gidm
muc d6 ning cia mdt hodc nhiéu tridu chimg cua 16i loan hodc tinh trang bénh so
v6i mau dbi chimg khong dugc didu tri.

Khi dugc sit dung trong ban mé ta ndy, cic thut ngir “ddi twong” va “bénh
nhan” dé chi cac dong vét bao gdm ca dong vat c6 vii, nhu ngudi. Thudt ngit “dong
vét ¢6 v bao gdm ddng vat linh trudng, ddng vat nudi trong nha bao gbm cho,
méo, clru, gia suc, ngua, dé, lon, chudt, chudt céng, tho, chudt lang, cac dong vét
nudi nhét nhu cac dong vat trong vudn thi va dong vat hoang da.

Khi duoc st dung trong ban mé ta ndy, thudt ngit “mé” dé chi co quan hoic
tap hop té bao biét hoa nhu md da, md phdi, md than va céc dang té bao khéc.

Thuat ngir “hiéu qua didu tri” 1a da biét trong linh vuc ndy va dé chi hiéu qua
tai chd hodc toan than & dong vat, cu thé 1a dong vat c6 vu, va cu thé hon nira 1a
ngudi do chét co hoat tinh dugc ly gdy ra. Cum tir “lugng c6 hiéu qua diéu tri” c6
nghia 1& lugng cua mot chit ma s& tao ra hiu qua tai chd hoic toan thin mong
mubn véi ty 18 loi ich/nguy co hop 1y c¢6 thé 4p dung cho viéc didu tri bét ky.
Lwong c6 hiéu qua didu trj cia chét ny s& thay dbi tiry theo ddi twong va tinh trang
bénh dugc didu tri, trong lwong va do tudi coa dbi twgng, mirc d6 ning cua tinh
trang bénh, cach thirc st dung, ma mot ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay co thé x4c dinh dé dang. Vi dy, mot s6 ché phidm dugc md ta & day c6 thé dugc
st dung véi lugng da dé tao ra hiéu qua mong mudn véi ty 1€ loi ich/nguy co hop
Iy vé6i viée diéu tri dob.

Khi dugc st dung trong ban mo td nay, thuit nglt “axit nucleic” dé chi
polynucleotit nhu axit deoxyribonucleic (ADN) va, khi thich hgp, axit ribonucleic
(ARN). Thuft ngit ndy ciing cdn dugc hiu 1a bao gbm, véi nghia twong dwong, céc

chit trong tu cia ARN hoic ADN dugc tao ra tir cic chit twong tyr nucleotit va,
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nhu c6 thé 4p dung véi phuong 4n dugc mé ta, polynucleotit soi don (nhu s¢i c6
nghia hoic soi dbi nghia) va polynucleotit sgi kép.

Céc thuét ngit “peptit”, “protein” va “polypeptit” dugc st dung thay thé 1in
nhau & dady. Thudt nglt “protein d& tinh ché” dé chi viéc tao ra mot hodc nhidu
protein, tdt hon 12 duge phén 14p ttr, hodc theo cach khéc, ge“m nhu khong chira, cac
protein khac thuong di kém véi (cic) protein trong t& bao hogc dich tan té bao.
Thuét ngir “gén nhu khéng chira cic protein té bao khac” hoic “gin nhu khong
chtra cc protein tap nhiém khac” dwge dinh nghia 1a bao gbm céc ché phim riéng
biét ciia mdi protein chtra it hon 20% (tinh theo trong lugng kho) protein tap nhiém,
t6t hon 1a chira it hon 5% protein tap nhiém. Cac dang chirc ning ctia mdi protein
nay c6 thé duoc tao ra dudi dang ché phdm d tinh ché bang céach sir dung gen da
tach dong nhu da dugc biét rd trong linh vyc nay. Thuit ngit “da tinh ché”, c6
nghia 1a phan t& dugc néu c6 mat khi gin nhu khong c6 mit cac dai phén ti sinh
hoc khéc, nhu céc protein khac (cu thé 12 c4c protein khac ma vé co ban c6 thé che,
giam bét, lam nhdm 13n hodc thay dbi céc tinh chét coa protein thanh phan ca dudi
dang ché phim da tinh ché hodc vé chirc ning clia chiing trong hdn hgp dugc hoan
nguyén cho d6i tugng). Khi dugc sit dung trong ban md ta nay, t6t hon 13 thuat ngit
“d3 tinh ché” c6 nghia 1a c6 ty 1¢ cac dai phan ti sinh hoc thudc cing mt dang co
mat, tdt hon 13 v6i lwong it nhit 80% tinh theo trong lugng kho, t6t hon nita 1 nim
trong khoang 85% khdi lwgng, tét hon nita 14 tlr 95 dén 99% trong lwong va tot nhét
14 it nhit 99,8% trong lugng (nhung c6 thé c6 mit nudc, chit dém va cac phén tir
nho khéc, dic biét 1a cac phan tir c6 trong lugng phén tir thip hon 5000). Khi dugc
str dung trong ban mo ta nay, thudt nglt “tinh khiét” t&t hon 13 c6 clng céc gi tri
gi6i han bing sb nhu thuét ngir “da tinh ché” ngay trén day.

Oligosacarit “dugc lién két v6i N” 13 cac oligosacarit lién két voi khung
chinh peptit qua asparagin, bing lién két asparagin - N - axetylglucosamin.
Oligosacarit dugc lién két véi N con duge goi 1a “N - glycan”. Céc oligosacarit
dugc lién két véi N co trong ty nhién cé nhén pentasacarit chung Man[(a1,6-)-
(Man(a1,3)]-Man(B1,4)-GlcNAc(B1,4)-GlcNAc(B1,N). Chung khac nhau vé su ¢6
mit cia, va v& s§ lwong nhanh (con dugc goi 1a anten) ciia cac dudng ngoai bién

nhu N - axetylglucosamin, galactoza, N - axetylgalactosamin, fucoza va axit sialic.
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Tuy ¥, cdu triic ndy cling c6 thé chira phan tir fucoza nhan va/hodc phan tit xyloza.

Thuét ngit “axit sialic” d& chi thanh vién bit ky ctia ho dudng carboxyl hoa
¢6 chin nguyén tir cacbon. Thanh vién phd bién nhét cta ho axit sialic 13 axit N -
axetyl - neuraminic (thuong dwoc viét tit 12 NeuSAc, NeuAc hoic NANA). Thanh
vién thit hai ca ho ndy 1a axit N-glycolyl-neuraminic (Neu5Gc hodc NeuGc), trong
d6 nhém N - axetyl cia NeuAc dugc hydroxyl hod. Thanh vién thir ba cua ho axit
sialic 1a axit 2-keto-3-deoxy-nonulosonic (KDN) (Nadano et al. (1986) J. Biol.
Chem. 261: 11550-11557; Kanamori et al., J. Biol. Chem. 265: 21811-21819
(1990)). Axit nay con bao gdm céc axit sialic dugc thé & vi tri 9 nhu 9-O-C;Cs-
axyl-NeuSAc tuong ty 9-O-lactyl-NeuSAc hogc 9-O-axetyl-NeuSAc, 9-deoxy-9-
flo-Neu5SAc va 9-azido-9-deoxy-NeuSAc. Dé tham khéo ho axit sialic, xem tai liéu,
vi dy, Varki, Glycobiology 2: 25-40 (1992); Sialic Acids: Chemistry, Metabolism
and Function, R. Schauer, Ed. (Springer-Verlag, New York (1992)).

Té bao “dugc tao ra bang ky thuat di truyén” hozic “tai td hop” 1a té bao co
mdt hodc nhidu su cai bién vé& vat liéu di truyén cua té bao nay. Céc céi bién nay
bao gém, nhung khong chi gidi han &, sy chén vat liéu di truyén, su loai bo vit liéu
di truyén va su chén vat lidu di truyén 13 vét liéu ngoai nhidm sic thé bt ké vét liéu
ndy c6 duge duy tri 6n dinh hogic khong.

Khi dugc st dung trong ban mé ta nay, thut ngit “dwong dugc cai bién” dé
chi hydrat cacbon c6 trong ty nhién hodc khong c6 trong ty nhién dugc bb sung
bing phuong phap enzym vao mdt axit amin hogc gbc glycosyl ciia peptit trong quy
trinh theo sang ché. Puong dugc 'céi bién nay dwoc chon tir nhiéu co chét enzym
bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, dudng nucleotit (mono- , di- va tri-
phosphat), dudng hoat hoa (vi dy, glycosyl halogenua, glycosyl mesylat) va céc
dudng khong hoat hod hodc nucleotit. “Dudng duge cai bién” c6 thé dugc chirc hoa
cong hod tri v&i “nhém cai bién”. Céc nhém cai bién hitu ich bao gdm, nhung
khong chi gigi han &, cic polyme tan trong nudc va polyme khong tan trong nudc,
cac gbc didu tri, gbc chén doan, phan tir sinh hoc. Locut ctia sy chirc hoa bing
nhém cai bién dugc chon sao cho khong ngan ngira “duwong dugc cai bién” dugc bd

sung bang phwong phdp enzym vao peptit hodc gbc glycosyl cua peptit nay.
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Polypeptit SAP bién thé

Mot phén, sang ché dé xuét polypeptit tinh bot huyét thanh P (SAP) bién thé.
Cu thé, cac bién thd SAP theo sang ché bao gdm cac polypeptit SAP clia ngudi
duogc glycosyl hoa chira mdt hodc nhiéu chudi oligosacarit dugc lién két voi N hodic
dugc lién két véi O ma mdi chudi nay ddc 1ap c6 mot, hai, ba, bdn, nam hoic nhiéu
nhénh két thuc bing gbc axit sialic c6 lién két a2,3. Theo mot s6 phuong 4n, tit ca
cac nhanh cia chudi oligosacarit dugc lién két voi N hodic duge lién két vai O két
thic & gbe co lién két 02,3. Cac bién th8 SAP khac theo sang ché bao gdm céc
polypeptit SAP ctia ngudi dugce glycosyl hoa chira cac chudi oligosacarit dugc lién
két v6i N hodc dugce lién két voi O c6 céc géc axit sialic ¢6 lién két 02,6 it hon it
nhét 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 75%, 80%, 85%
hodc tham chi it nhit 95% so véi polypeptit SAP kidu dai thu dwoc tir huyét thanh
ctia ngudi. Theo mét sb phuong 4n, cac chudi oligosacarit dugc lién két voi N hoic
duoc lién két voi O gin nhu khong chira gbe axit sialic c6 lién két 02,6, vi du, c6
cac géc axit sialic ¢6 lién két 02,6 it hon 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% hoic
tham chi it hon 99% so véi polypeptit SAP kiéu dai thu dugc tir huyét thanh cta
ngudi. Cac polypeptit SAP bién thé glyco theo sang ché c6 thé chira oligosacarit
duoc lién két véi N hodc chudi duoc lién két véi O c6 mdt hodc nhiéu nhanh (vi dy,
¢6 cAu tric hai nhanh, ba nhanh, bon nhanh, nim nhénh, v.v.). Theo mot s6 phuong
4n, cac polypeptit SAP theo sang ché chira chudi oligosacarit dugc lién két véi N
hodc dugc lién két voi O trong d6 mot, hai, ba, bdn hoic nim nhanh cia chudi
oligosacarit gin nhu khong chira galactoza va N - axetylglucosamin (nghia 13 chira
N - axetylglucosamin it hon 80%, 85%, 90%, 95% 97%, 98% hodc thdm chi it hon
99% so véi polypeptit kiéu dai thu dwgc tir huyét thanh cta ngudi). Mot sb
polypeptit SAP theo sang ché c6 cac chudi oligosacarit dwgc lién két véi N hoic
duoc lién két voi O gin nhu khong chira galactoza va N - axetylglucosamin (vi dy,
c6 galactoza va/hodc N - axetylglucosamin it hon 80%, 85%, 90%, 95% 97%, 98%
hodc thAm chi it hon 99% so v6i polypeptit kiéu dai thu duoc tir huyét thanh cla
nguoi). Theo mot s& phuong 4n, polypeptit SAP theo sing ché chira chudi
oligosacarit dugc lién két v6i N hoidc duge lién két voi O trong d6 mot, hai, ba, bbn

hodic ndm nhénh ctia chudi oligosacarit d6 chira mdt hodc nhiéu géc manoza. Theo
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mdt s6 phuwong 4an, polypeptit SAP theo séng ché chira oligosacarit duoc lién két
véi N c6 nhén pentasacarit Man[(al,6-)-(Man(al,3)]-Man(B1,4)-GlcNAc(B1,4)-
GIcNAc(B1,N)-Asn. Nhan pentasacarit ndy ciing c6 thé chira mot hoic nhiéu gbc
fucoza hodc xyloza. Theo mét sb phuong an, polypeptit SAP theo sang ché chira
chudi oligosacarit dugc li€n két voi N trong d6 mdt, hai, ba, bdn hodc ndm nhénh
ctia chudi oligosacarit c6 cdu tric NeuNAc2a3Galp4GIcNAcP2Manaé. Polypeptit
SAP theo séng ché ciing c6 thé chira chudi oligosacarit dugc lién két véi N trong d6
tAt cac nhanh c6 cdu tric NeuNAc203Galp4GlcNAcp2Manasb.

Polypeptit SAP bién thé theo sang ché c6 thé chira mot hoic nhiéu gbc

14
A’

duong “dugce cai bien”. Cac dudng dugc cai bién dugc thé & vi tri bit ky dé cho
phép ge"m két géc hodc nhém cai bién. Theo céc khia canh dugc wu tién, dudng
duoc cai bién dugc thé & vi tri ma van cho phép dudng nay c6 tic dung 1am co chét
cho enzym dugc sir dung dé gén két duong duoc cai bién véi peptit SAP. Nhom cai
bién c6 thé duoc gin két véi gbc duong bang phuong phap enzym, phuong phéap
hod hoc hodic td hop ciia cac phuong phép nay, nhd d6 tao ra dudng dugc cai bién,
vi du, galactoza, fucoza hogc axit sialic dugc cai bién. C4c nhom cai bién thich hop
dé str dung trong séng ché nay ciing nhu cic phwong phép lién hop cdc nhém cai
bién nay véi gbe duong duge md ta trong phén sau day.

Theo céc khia canh dugc wu tién, polypeptit SAP bién thé theo sang ché c6
ndng d6 ICsy dé trc ché sy biét hoa cia bach cdu don nhan to thanh té bao soi in
vitro thdp hon mot phin hai so véi gia tri ndy cia miu SAP kiéu dai tuong tng
dugc phéan 1ap tir huyét thanh ciia ngudi. Theo mdt s6 phwong 4n, polypeptit SAP
bién thé theo séng ché co néng d6 ICso @& wrc ché sy biét hoé ctia bach ciu don nhan
to thanh t& bao soi in vitro thip hon 1/3, thip hon %, thip hon 1/10 hoic thip hon
1/100 so v6i gia tri nay ctia mau SAP kiéu dai twong ng dugc phén lap tir huyét
thanh cia ngudi.

Polypeptit SAP bién thé theo sang ché c6 thé mirc do vé gibng trinh tur it
nhit 60%, it nhat 70%, it nhat 80%, it nhit 85%, it nht 90%, it nhit 95%, it nhét
96%, it nhat 97%, it nhit 98%, it nhit 99% hogc 100% Véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO:1, nhu dugc xic dinh bing cach st dung chuong trinh may tinh FASTDB
dwa trén thuat toan ctia Brutlag va cac ddng tac gia (Comp. App. Biosci., 6:237-245
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(1990)). Theo mét phuong 4n cu thé, cac thong sb duge sir dung dé tinh toan ty 18
phin trim muc d6 giéng va tinh tuvong tu cla sy dong thing hang axit amin bao
gbm: Matrix=PAM 150, k-tuple=2, Mismatch Penalty=1, Joining Penalty=20,
Randomization Group Length=0, Cutoff Score=1, Gap Penalty=5 va Gap Size
Penalty=0,05.

Thuét ngit “polypeptit SAP” bao gém cac doan chirc ning va protein dung
hop chira bt ky yéu t6 bat ky trong sb cic yéu t& d néu trén ddy. Néi chung,
polypeptit SAP s& dugc thiét ké dé tan dugc trong dung dich nuéc & nhiét do, do
pH va ndng d6 mol thich hgp vé& mit sinh hoc. Céc protome SAP lién két khong
cong hod tri v6i nhau d& tao thanh phirc hop SAP pentame c6 thé c6 cac trinh tu
axit amin va/hodic céc cai bién sau dich ma giéng hét nhau hoic theo cach khac, cic
protome SAP riéng biét trong cing mdt phirc hop cé thé c6 cac trinh tu va sy cai
bién khac nhau. Thuit ngir polypeptit SAP bao gdm ca céc polypeptit chira
polypeptit SAP c6 trong tw nhién bét ky ciing nhu bién thé bat ky ctia n6 (bao gbm
c& cac thé dot bién, manh va thé dung hop). Polypeptit SAP theo sang ché co thé 1a
polypeptit tai t& hgp. Theo cac phuong 4n duge wu tién, polypeptit SAP theo sdng
ché 1a polypeptit SAP clia ngudi.

Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé xuét dugc phdm chira polypeptit SAP
bién thé theo sang ché, hoic manh chirc ning ctia n6. Theo mot sb khia canh, trinh
tyr axit amin ciia bién thé SAP c6 thé khac biét so véi SEQ ID NO: 1 bsi mdt hogic
nhiéu sy thay thé bao toan hoic khong bao toan. Khi dugc st dung trong ban mo ta
ndy, “su thay thé bao toan” 13 cac gbc twong tw v& mit vét 1y hodc chirc ning véi
cac gbe tham chiéu twong tng, nghia 13 sy thay thé bao toan va gbc tham chibu cia
né ¢6 kich thude, hinh dang, dién tich va/hodc tinh chét hoa hoc twong tu (vi du,
khé nang tao ra lién két cong hod trj hodic hydro). Su thay thé bao toan dugc wu tién
1a sy thay thé thoa man tidu chuin dugc xac dinh ddi voi dot bién diém chip nhan
duoc theo tai liéu: Dayhoff ef al., Atlas of Protein Sequence and Structure 5:345-
352 (1978 & Supp.). Cac vi du vé sy thay thé bao toan 14 sy thay thé trong s cac
nhom sau: (a) valin, glyxin; (b) glyxin, alanin; (c) valin, isoleuxin, leuxin; (d) axit
aspartic, axit glutamic; (e) asparagin, glutamin; (f) serin, threonin; (g) lysin,

arginin, methionin; va (h) phenylalanin, tyrosin. Huéng din bd sung lién quan dén
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sy thay dbi axit amin c6 kha ning khong anh hudng dén kiéu hinh c6 thé duogc tim
théy trong tai li€u: Bowie et al., Science 247:1306-1310 (1990).

Polypeptit SAP bién thé va manh ciia n6 vin duy tri duge chirc ning sinh
hoc 12 hitu ich trong cic dwoc phdm va phuong phép duge mo ta & day. Theo mdt
s6 phwong 4n, polypeptit SAP bién thé hoic manh ciia né gin két véi FeyRlI,
FcyRIIA, va/hoic FeyRIIIB. Theo mét s& phuong an, polypeptit SAP bién thé hodc
manh clia né e ché mot hodc nhiéu sy biét héa cia té bao soi, tién chit té bao soi,
tién chét t& bao sgi co va/hoic tién chit bach ciu don nhén to tao mau. Cac bién thé
SAP c6 thé duge tao ra bing cach cai bién ciu tric cta polypeptit SAP v6i muc
dich nhu ting cudng hiéu qua diéu trj hoic tinh dn dinh (vi dy, thoi han sir dung ex
vivo va d0 bén véi su thoai bién phén giai protein in vivo).

Theo céc khia canh cu thé, polypeptit SAP bién thé theo sang ché c6 thé con
chira cac cai bién sau dich mi, ngoai cai bién bt ky c6 trong tw nhién trong
polypeptit SAP. Céc cai bién nay gbm, nhung khong chi gi6i han &, su axetyl hoa,
cacboxyl hod, glycosyl hoa (vi du, oligosacarit dugc lién két véi O, oligosacarit
duoc lién két voi N, v.v), sy phosphoryl hoa va lipit hod. Két qua 13 polypeptit SAP
duoc cai bién co thé chira cac thanh phin khong phéi axit amin nhu polyetylen
glycol, lipit, poly- hodc mono- sacarit va phosphat.

Theo mot sb khia canh, mot hodc nhidu cai bién voi polypeptit SAP dugc
md ta & day c6 thé 1am ting tinh 6n dinh cta polypeptit SAP. Vi du, cac cai bién
ndy c6 thé 1am ting thoi gian ban huy in vivo cta polypeptit SAP hoic lam giam sy
thoai bién phén giai protein ctia polypeptit SAP.

Theo mét s6 khia canh, polypeptit SAP bién thé theo sang ché bao gbm ca
protein dung hop c6 it nhat mot phan thudc polypeptit SAP ctia ngudi va mot hoic
nhiéu ving dung hop hodc phén khéc loai. Cac vi du da biét r5 vé cac ving dung
hop nay gdm, nhung khong giéi han &, polyhistidin, Glu-Glu, glutathion S
transferaza (GST), thioredoxin, protein A, protein G va ving én dinh cia chudi
niing globulin mién dich (Fc), protein gin két véi maltoza (maltose binding protein:
MBP) hoic albumin huyét thanh ciia ngudi. Ving dung hop c6 thé dugc chon sao
cho n6 tao ra dic tinh mong mubn. Vi dy, mét sé ving dung hop 1a dic biét hitu ich

@& phan 1ap protein dung hop bing phwong phép sic ky 4i luc. D& tinh ché 4i luc,
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céc chét nén thich hop cho phwong phap sic ky 4i luc, nhu glutathion-, amylaza- va
cac nhya lién hgp niken- hodc coban- dugc str dung. Theo vi du khéc, ving dung
hop cé thé dwgc chon sao cho né tao diéu kién thuan lgi cho viéc phét hién
polypeptit SAP. Vi du vé cac ving phat hién nay bao gdm céc protein phat huynh
quang khac nhau (vi dy, GFP) ciing nhu céc “dudi epitop”, thuong 1a céc trinh tu
peptit ngdn ma cac khang thé dic hidu c6 thé s dung. Céc dudi epitop da biét rd
ma céc khang thé don dong dic hiéu c6 thé sir dung bao gdbm FLAG, hemaglutinin
(HA) cta virut cim va dudi c-myc. Trong mdt s truong hop, cic viing dung hop
c6 vi tri phan cit bang proteaza cho phép proteaza twong mg phan huy mot phin
protein dung hop va nho d6 gidi phdong protein tai t6 hop tir d6. Sau dé, cac protein
duoc giai phong c6 thé duge phan l4p tir ving dung hop bing phwong phép tach sic
ky tiép. Trong mot sb trudng hop, polypeptit SAP c6 thé duoc dung hop véi ving
khéc loai d& 1am 8n dinh polypeptit SAP in vivo. Thuat ngit “lam 6n dinh” ¢ nghia
12 bét ctr viée gi 1am ting thoi gian ban hily trong huyét thanh, bat ké viéc d6 1a do
mirc dd pha v& giam, mirc d6 thanh thai gidm do than hodc hi¢u quéa duge dong hoc
khac. Sy dung hop véi phin Fc cta globulin mién dich va albumin huyét thanh da
duoc biét 1 tao ra tinh én dinh ting.

Can hidu rang cc thanh phin khac nhau ciia protein dung hop c6 thé dugc
sip xép theo cach bat ky dé phi hop véi chire ning mong mudn. Vi du, polypeptit
SAP c6 thé 1a dau tan cing C dugc dit vao viing khic loai hodc theo cich khéc,
ving khac loai c6 thé 1a ddu tin cing C dwgc dit vao polypeptit SAP. Polypeptit
SAP va ving khac loai ndy khong cin phai ndm canh nhau trong protein dung hop
va cdc ving hodc céc trinh tu axit amin bd sung (vi du, c4c trinh tw cia nhém lién

két) c6 thé dugc dua vao dau tan cung C hodc N vdi viung khac hodc gitta cic vung.

Phuong phap tao ra phan tir N - glycosyl hoé bién ddi

Sang ché mo ta & ddy cac phwong phap tao ra polypeptit SAP bién thé cua
ngudi. Cac phuong phap nay thuong bao gdbm budc cho polypeptit SAP tiép xuc
v6i modt hodc nhidu chit hoa hoc hoic enzym dé tao ra hodc cai bién céu tric
glycosyl hod trén polypeptit SAP. Cac phuong phép nay c6 thé 1a phwong phép trén

co s& té bao hodc khong trén co sd t€ bao.
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Céc enzym hiru ich @& tao ra hodc c4i bién céu trac glycan 1a da duge biét 5
trong linh virc nay. Phan 16n cic enzym/protein hitu ich trong cdc phwong phép
theo sang ché c6 thé dugc phan loai thanh mot trong hai nhém chirc:
glycosyltransferaza va glycosidaza. Glycosyltransferaza (vi dy, N -
axetylglucosaminyl-transferaza, galactosyl-transferaza, fucosyl-transferaza, sialyl-
transferaza, glucosyl-transferaza, manosyl-transferaza, v.v) khi dugc st dung trong
ban mo ta nay dé chi enzym/protein bét ky cé kha ning chuyén duong ciia thé cho
.dén géc cia thé nhin. Glycosidaza (vi du, glucosidaza, manosidaza, N-
axetylglucosaminidaza, sialidaza, fucosidaza, v.v), khi dugc sit dung trong ban mé
ta ndy, dé chi enzym/protein bat ky c6 kha ning xtic tc sy thuy phan cua lién két
glycosit giita cac gbc duong.

Céc phuong phap trén co so té bao dé tao ra cac dang glyco bién dbi cua
polypeptit SAP sir dung céc té bao kiéu dai (vi du, té bao CHO) hoic té bao duge
tao ra bang k¥ thuét di truyén c6 it nhdt mot hoat tinh glycosyl hoa dugc cai bién so
v6i t& bao cia ngudi. Céc té bao thich hop cho phuong phap cuia sang ché bao gdm,
vi dy, t& bao ndm, té bao khong nhén (nhu vi khuln, vi khuén cd), té bao thyc vét
hoic té bao dong vat (vi dy, giun tron, con trung, thuc vat, chim, bo sat hodc dong
vat ¢6 va (vi dy, chudt, chudt céng, thd, chudt lang, chudt nhay, chd, meo, dé, lon,
bo, ngya, ca voi, khi hodc nguoi)). Cac t& bao c6 thé 1a té bao so cép, té bao dugc
lam bt tir hodc té bao dugc bién nap. Cac té bao nay c6 thé thu duge tir nhiéu
ngudn thuong mai va co s& ngudn lyc nghién ctru khac nhau, vi du, Bao tang gibng
chuén vi sinh vat M§ (American Type Culture Collection (Rockville, Md.)). Theo
mot sb khia canh, té bao dugc sit dung dé tao ra polypeptit SAP bién thé 1a t& bao
CHO.

Thuat ngt “hoat tinh glycosyl hoa” dé chi hoat tinh bat ky ma (i) c¢6 kha
ning bd sung céc glycan dugce lién két véi N hode dugce lién két véi O vao phan ti
dich (nhu hoat tinh oligosaccharyl-transferaza); (ii) loai bd cac glycan dugc lién két
v6i N hodc dugce lién két voi O tir phén tir dich; (iii) cai bién mot hodic nhidu glycan
duoc lién két véi N hodc duge lién két v6i O trén phén tr dich; (iv) ci bién
oligosacarit li€n két voi dolichol; (v) c6 kha ning hd trg hoat tinh ciia mot hodc

nhiéu hoat tinh dugc néu trong céc muc tir i dén iv. Theo d6, hoat tinh glycosyl hoa
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bao gdm, vi du, hoat tinh glycosidaza, hoat tinh glycosyltransferaza, téng hop
duong nucleotit, hoat tinh cai bién hodc van chuyén. Sy cai bién mot hodc nhiéu
‘glycan duoc lién két véi N hodc dugc lién két véi O trén phén tir dich bao gdm tac
dung cua hoat tinh manosylphosphoryl-transferaza, hoat tinh kinaza ho#c hoat tinh
phosphataza, vi du, hoat tinh manosylphosphoryl-transferaza, kinaza, hoéc hoat
tinh phosphataza lam thay ddi trang thai phosphoryl hoé ciia glycan trén phén tir
dich.

Céc té bao da xtr ly hiru ich trong cac phwong phap theo sang ché c6 thé co
mdt hodic nhidu cai bién di truyén bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, (i) loai bd
gen ndi sinh ma hoa protein c6 hoat tinh glycosyl hod; (ii) bb sung axit nucleic ti
td hop mé hoé dang 4ot bién cua protein (vi dy, protein ndi sinh hodc ngoai sinh) c6
hoat tinh glycosyl ho4; (iii) bd sung hoic biéu hién phan tir ARN can thiép vao su
biéu hién chirc ning cua protein ¢6 hoat tinh glycosyl hoa; (iv) bd sung axit nucleic
tai td hop méa hod protein kiéu dai (vi du, protein ndi sinh ho#ic ngoai sinh) c6 hoat
tinh glycosyl ho4 hodc (v) bién dbi yéu t6 khéi dau hoic ting cudng ciia mot hosc
nhiéu gen noi sinh ma hoa protein c6 hoat tinh glycosyl hoa dé nh& d6 1am thay dbi
su biéu hién protein dugc ma hoa. Cac phan tir ARN duge md ta trén ddy bao gdm,
vi dy, ARN can thiép nhé (small interfering RNA: siRNA), ARN kep téc ngin
(short hairpin RNA: shRNA), ARN d6i nghia hodc vi ARN (micro RNA: miRNA).
Cén hiéu ring muc (ii) gdm, vi du, su thay thé gen ndi sinh (vi dy, bang cach ti td
hop twong ddng) bing gen mé hoé protein ¢ hoat tinh glycosyl ho4 cao hon so véi
gen ndi sinh dugc thay thé.

Céc té bao dugc tao ra bing ky thuét di truyén dugc mo ta & day c6 mot
hodic nhiéu hoat tinh glycosyl hoa dugc thay d6i nhu: (i) sy ting mot hodc nhidu
hoat tinh glycosyl ho4 trong t& bao dugc cai bién di truyén, (ii) sy giam mét hoic
nhiéu hoat tinh glycosyl ho4 trong té bao dugc cai bién di truyén, (iii) sy thay ddi
vé sy khu tra hodic phan b noi bao clia mot hodc nhidu hoat tinh glycosyl hoa trong
té bao dugc cai bién di truyén, (iv) su thay ddi v& ty 1& ctia méot hodic nhidu hoat tinh
glycosyl hod trong té bao dugc cai bién di truyén so véi té bao khong duoc cai bién
c6 cling ngudn gdc. Can hidu ring s ting luong hoat tinh glycosyl hoé c6 thé 1a do

su biéu hién qua muc cia mot hodc nhiédu protein c6 hoat tinh glycosyl ho4, su ting
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sd lwgng ban sao clia gen ndi sinh (vi du, sy nhan dbi gen) hoic sy thay dbi vé yéu
t6 khdi dau, yéu t6 ting cuong, yéu td trc ché clia gen noi sinh dé kich thich sy ting
mirc d6 biéu hién cila protein dugc ma hoa bdi gen nay. Sy gidm mot hoic nhidu
hoat tinh glycosyl hoé c6 thé 14 do sy biéu hién qué mirc ciia dang dot bién (vi du,
dang am tinh trdi) ciia mot hodic nhidu protein c6 hoat tinh bién dbi glycosyl hod, su
bd sung hoic biéu hién cia mot hodc nhidu phan tir ARN can thi€p lam gidm sy
biéu hién ctia mdt hoic nhidu protein ¢ hoat tinh glycosyl ho4, hoidc su loai bé mot
hoic nhiéu gen ndi sinh ma hod protein ¢ hoat tinh glycosyl hoa.

Céc té bao dugc tao ra bang k¥ thuat di truyén dugc st dung trong phuong
phap theo sang ché c6 thé biéu hién (vi dy, biéu hién qua muc) céc gen kiéu dai
hodc d6t bién ma hod protein c6 hoat tinh glycosyl hod. Cac gen nay bao gbm,
nhung khong chi giéi han &, ALG7, ALGI13, ALG14, ALG1, ALG2, ALGI11,
RFT1, ALG3, ALGY, ALG12, ALG6, ALGS8, ANLI1, ALG10, ALGS5, OST3,
OST4, OST6, STT3, OST1, OSTS, WBP1, SWP1, OST2, DPM1, SEC59, OCHI,
MNN9, VANI1, MNN§, MNN10, MNN11, HOC1, MNN2, MNNS5, MNN6, KTR1,
YURI1, MNN4, KRE2, KTR2, KTR3, MNN1, MNS1, MNN4, PNO1, MNNJ9,
glucosidaza I, glucosidaza II hodc endomannosidaza. Cac gen méa hod protein c6
hoat tinh glycosyl hoa c6 thé tir loai bt ky (vi dy, sinh vét c6 nhan dién hinh bac
thép (vi du, ndm (bao gdbm ca nidm men) hodic Trypanosoma), sinh vat c6 nhén
nguyén thiy (nghia 1a vi khuén hodc vi khuén cé), thyc vat hodc ddng vat (vi duy,
cdOn trung, chim, bo sat hodc dong vat cé vii nhu chudt hodc chudt céng, cho, méo,
ngya, dé, bo, lon, dong vat linh trudng khong phai ngudi hodc ngudi). Can hiéu
rang cac té bao dugc tao ra bang k¥ thuét di truyén dwgc sir dung trong cac phwong
phép cua sang ché c¢6 thé bidu hién sb luong gen bat ky (vi du, cic gen ma hoa
protein ¢6 hoat tinh glycosyl ho) va/hoic t6 hop bt ky clia mot hodc nhidu (vi dy,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 15 hodc 20 hodc nhiéu hon) gen bét ky trong sb céc
gen duoc néu & ddy. Ngoai ra, céc té bao dugc tao ra bing k¥ thuat di truyén bét ky
duoc sir dung trong cic phuong phap theo sang ché nay c6 thé chira sé lugng dot
bién bét ky 1am thay dbi hoic pha huy mot hodc nhiéu hoat tinh glycosyl hoa.

Theo mot sb phuong an, thuédt ngt “su biéu hién gen” hodc “sy biéu hién”

@& chi cac qua trinh t& bao ma qua d6 polypeptit c6 hoat tinh sinh hoc dugc tao ra
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tir trinh ty ADN va ¢6 hoat tinh sinh hoc trong té bao. Nhu vy, su biéu hién gen
gbm ca qua trinh phién ma va dich ma, ma ciing bao gdm céc qué trinh sau phién
ma va sau dich c6 thé anh huéng dén hoat tinh sinh hoc cia gen hoic san phém
gen. Céc qué trinh ndy bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, qué trinh tdng hop,
xtr Iy va van chuyén ARN, ciing nhur qué trinh téng hop, van chuyén polypeptit va
c4i bién sau dich ma polypeptit.

Vi du, sang ché dé xuét quy trinh tao ra polypeptit SAP theo sang ché bing
céch biéu hién gen SAP trong té bao. Theo mdt sd phwong an, t& bao nay c6 thé
chira gen SAP ndi sinh hodc manh ctia né. Theo cac phuong an khéac, polynucleotit
ma hod polypeptit SAP ngoai sinh hodc manh cua né cé thé dugc dua vao (vi du,
duoc bién nap, chuyén nhim, v.v) t& bao. Céc polynucleotit SAP thich hop c6 thé
duogc dua vao té bao bao gdm céc manh axit nucleic ciing nhu cdu tric axit nucleic
hodc vecto biéu hién. Theo cac phuong an dugce vu ti€n, gen ndi sinh hodc ngoai
sinh nady ma hoé polypeptit SAP ctia ngudi.

Theo mdt s phuong 4n, manh axit nucleic, vi du, ma hod polypeptit SAP
cia nguoi, dugc st dung dé bién nap t& bao chi co thé bao gém vi tri Shine-
Dalgarno (vi du, vi tri gin két v&i ribosom) va vi tri bét dau (vi dy, codon ATG) dé
khoi mao sy dich ma cua thong tin d& dugc phién ma dé tao ra enzym. Manh nay
ciing c6 thé bao gbm trinh ty két thuc dé két thuc dich ma. Trinh tw két thuc thudng
13 mot codon ma khong c6 aminoaxetyl-tARN twong tmg vé6i n6, nhor d6 két thuc
qué trinh tdng hop polypeptit. Theo mdt s6 phuwong 4n, cdu triic cla axit nucleic ma
hoa polypeptit SAP cé thé duge van chuyén, vi dy, dudi dang plasmit biéu hién ma
khi dugc phién ma trong té bao, tao ra dudi dang polypeptit SAP.

Theo mét sb phuong an, vecto biéu hién thich hop chira trinh tu nucleotit ma
hoa polypeptit SAP theo sang ché lién két hoat déng véi it nhdt mot trinh tu diéu
hoa. Céc trinh ty diéu hoa 13 da biét trong linh vuc ndy va dugc lua chon dé dinh
huéng sy biéu hién cta polypeptit bit ky trong sb cac polypeptit theo sang ché.
Theo d6, thuat ngit trinh ty diéu hoa bao gdm yéu t& khéi dau, yéu tb ting cuong va
céc yéu t6 kiém soat su biéu hién khac. Céc trinh tw diéu hoa lam vi du duge mo ta
trong tai li¢u cia Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology,
Academic Press, San Diego, CA (1990). Chéng han, trinh tu kiém so4t su biéu hién
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bat ky dé didu hoa su biéu hién ciia mot trinh ty ADN khi lién két hoat dong véi n6
c6 thé duoc sir dung trong cac vecto nay dé bidu hién polypeptit bat ky trong s cac
polypeptit theo sang ché. Cac trinh ty kiém soat sy biéu hién hitu ich nay bao gdm,
vi dy, yéu t6 khoi diu som va mudn cia SV40, yéu t6 khéi dau ret, yéu t6 khéi dau
soém qua trung gian adenovirut hodc cytomegalovirut, hé lac, hé frp, h§ TAC hoic
TRC, yéu t§ khéi ddu T7 c6 sy bidu hién dwoc dinh huwéng bdi T7 ARN
polymeraza, cic ving ciia yéu t6 didu khién va yéu t6 khéi diu cta thé thyc khuén
lamda, cédc ving kiém so4t dbi véi protein bao fd, yéu té khoi déu cho 3-
phosphoglyxeryl kinaza hodc cic enzym phan giai dudng khéc, cic yéu t6 khai dau
clia axit phosphataza, vi du, Pho5, yéu t6 khoi du cua yéu t6 gin o ndm men, yéu
t6 khoi dAu da dién cia hé baculovirut va céc trinh tu khac da biét dé kiém soat su
biéu hién cia cac gen cia t& bao c6 nhan dién hinh hoic té bao khong nhan hoic
céc virut ciia ching va cac tb hop khac nhau cta ching. Can hiéu ring viéc thiét ké
vecto biéu hién c6 thé phu thudc vao céc yéu t& nhu viéc lva chon té bao chi cin
duoc bién nap va/hoéc loai protein mong mudn dugc biéu hién. Hon nita, s6 luong
ban sao clia vecto, kha niang kiém soét sé luong ban sao niy va sy biéu hién cia
protein khéc bat ky dwgc ma hod bdi vecto ndy nhu gen danh ddu khang sinh, ciing
can dugc xem xét.

Theo mot sb phuong &n, manh axit nucleic hodc hé biéu hién duoc st dung
@& bién nap té bao chii c6 thé tily ¥ chira mot hodc nhiéu trinh tu ciia gen dénh déu.
N6i chung, céc trinh tw ciia gen danh d4u thich hop thuong ma hod san phdm gen,
thuong 14 enzym bét hoat hodc theo cach khac, phét hién hodc dugc phét hién béng
hop chit trong méi trudng sinh truéng. Vi dy, thé vii ciia trinh tw gen danh du c6
thé 1am cho té bao da bién nap khéng khang sinh hodc n6 c6 thé lam cho su chuyén
hoa dac hi¢u hop chét trén té bao da bién nap. Vi du v& céc trinh tu cia gen danh
d4u thich hop tao ra tinh khang bao gdm kanamycin, ampicillin, chloramphenicol
va tetracycline. Theo céch khéc, ding hon 13 ap lyc chon loc, gen danh déu c6 thé
dwgc sir dung dé cho phép phat hién khudn lac cu thé chira gen d6, nhu B-
galactosidaza, trong d6 co chét duoc st dung dé cung cip cho san phidm dugc
nhudém mau.

Nhiéu phuong phap khéac nhau thich hop d& bién nap té bao theo sang ché
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bing doan axit nucleic hoic vecto biéu hién. Cac phuong phép bién nap théng
thudng bao gdm danh thing bing dién, bién nap qua trung gian liposom, bién nap
qua trung gian canxi hodc chuyén nhiém qua trung gian virut.

Theo mdt sb khia canh, khi mot té bao chu dugc bién nap béng doan axit
nucleic hodic hé bidu hién theo sang ché, gen (vi du, SAP ciia ngudi) trong hé nay
¢6 thé duge hop nhét vao ADN nhiém séic thé cia té bao chu bing phuong phép
con duoc goi 13 tai td hop twong ddng va hé biéu hién niy s& dugc mang 6n dinh
trong vat chu.

P& hop nhét hé biéu hién trong vecto vao ADN nhidm sic thé cta té bao
chi, mot gen danh du chon loc thich hop c6 thé dugc sir dung trong d6 gen danh
dAu nay c6 trinh ty twong ddng véi gen trén ADN nhiém sic thé cua té bao chu cu
thé. Cac gen danh déu chon loc cho muc dich nay c6 thé dugc Iya chon d& dang béi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy. Theo mét vi dy, gen dénh déu
duoc vu ti€n 1a gen tdn tai trén nhidm séc thé va lién quan véi su trao dbi chét cua
té bao chu. Cu thé 13, tdt hon néu sir dung té bao cha da duoge cai bién theo céach sao
cho gen néu trén & trén nhim sic thé s& bi bt hoat béi phuong phép thich hgp nhu
@6t bién. Sau d6, té bao chu c6 thé dugc tai tb hop trong ddng véi vecto biéu hién
chtra gen nguyén ven twong {mg, trong d6 chi cac thé bién nap chira gen trao 6i
chét binh thudng c6 thé sinh truong dugc chon loc. Do @6, néu gen danh du nay
da duoc dua vao vecto bidu hién, sy tai tb hop twong ddng s& dién ra giita gen danh
dAu trong vecto biéu hién d6 va phin twong tng cia ADN nhiém sdc thé, nho d6
cat xet biéu hién cta gen khéc loai s& duoc hop nhit ddng thdi vao ADN nhiém sic
thé.

Theo mot sb phwong 4n, thuat ngit "biéu hién" mot protein trong té bao ciing
bao gém cac phwong phép dua chinh protein d6 vao té bao. Vi thé, theo mdt sé khia
canh, sdng ché dé xuit phuong phép tao ra polypeptit SAP theo sang ché bing cach
dwa polypeptit SAP vao té bao. Cac k§ thuat dé dua truc tiép polypeptit vao té bao
1a da biét trong linh vuc nay va thuong gdm qué trinh thAm xuyén qua mang té bao.
Céc k§ thuat nay bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, vi tiém polypeptit SAP,
bao nang polypeptit SAP trong tii mang (vi dy, liposom, thé bao nang, xac héng

cau, thé nguyén sinh, v.v.) va cho ching ti€p xtic v6i mang t€ bao d€ nho dé tao
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thanh sy chuyén ndi bao cta polypeptit SAP bing cich dung hop; bing cach sir
dung céc phuong phéap vét ly (vi dy, phuong phap co hoc, phuong phap héa hoc,
phuong phép dién tir, v.v.) dua vao viéc cac dai phan tir thAm nhap vao té bao bing
céch khuéch tan qua céc 16 nhanh chéng dugc dua vao mang sinh chét cia ching
(vi du, tai vét, tai giot, v.v.); va béng cach he‘ip thu qua sy nhdp ndi bao ty nhién
thong qua su thuc bao cia té bao. Phuong phéap chuyén ndi bao c6 thé sir dung con
duong qua trung gian thy thé, trong d6 mot trong sb cac thu thé khac nhau dugc
biéu hién trén bé mit té bao dugc dit 1am dich va polypeptit SAP duoc lién két
(cong hoéa tri hodc khdng cdng hoa tri) véi phéi tir dé)ng géc c6 tac dung lam géc
mang. Mot sb phuong phép dd dugc mo ta dé dwa protein vao té bao sdng bing
céch st dung sw hap phu tinh dién, trong d6 trude tién, protein nay dugc cation hoa,
sau d6 dugc cho tiép xuc véi bé mat mang dién tich 4m cia té bao (xem cong bd
Bing doc quyén sang ché Nhat s§ 2004/049214).

Theo mot s6 khia canh, séng ché dé& xuét t& bao CHO biéu hién polypeptit
SAP. Theo mét sb phwong 4n, té bao CHO biéu hién polypeptit SAP ngoai sinh.
Theo cac phwong 4n dugc wu tién, t& bao CHO biéu hién polypeptit SAP ctia ngui.
Theo mdt sé phuong 4n, sang ché dé xuét t& bao CHO chira trinh tw polynucleotit
ma hoda polypeptit SAP. Theo cic phuwong an dugc uu ti€n, trinh tu polynucleotit
m4 héa polypeptit SAP ctia ngudi. K§ thuat bt ky trong sb cac k§ thuat néu trén c6

A0

thé dugc st dung dé “biéu hién” polypeptit SAP theo sang ché trong té bao CHO
hoic té bao thich hop khéc bat ky duge mé ta & day.

Khi hoat tinh bét ky trong sd cac hoat tinh glycosyl hoa cia té bao kiéu dai
hoc té bao dugc tao ra ba“mg k¥ thuét di truyén c6 thé cam ung hodc cb didu kién
khi c6 mit tdc nhan cdm tng (vi dy, tdc nhan ly hoc hodc hoa hoc), té bao kiéu dai
hoc té bao dugc tao ra béng ky thuét di truyén c6 thé, tuy y, dugce nudi ce"ly voi su
c6 mat cla tdc nhan gdy cdm Ung trudc, trong khi hodc sau khi dua axit nucleic ma
hoéa polypeptit SAP hoic polypeptit SAP vao. Vi dy, khi dua polypeptit SAP vao té
bao c6 thé duge cho tiép xiic véi tac nhan gdy cam tmg héa hoc 13 tc nhan c6 kha
ning kich thich sy biéu hién ctia mét hodc nhidu protein ¢ hoat tinh N-glycosyl
hoa kiéu dai hoic bién d6i. Khi nhiéu tac nhan cam {mg gay ra su biéu hién c6 didu

kién ctia mdt hodic nhiéu protein c¢6 hoat tinh N-glycosyl héa kiéu dai va/hodc bién

-28-



22184

ddi, t€ bao c6 thé duoc cho tiép xtic voi nhidu tic nhan giy cam Gng. Theo mot s6
phuong 4n, méi trudng nudi cdy co thé duge cai bién dé tao ra chu tric glycan
mong mudn trén polypeptit SAP. Vi dy, ndng d6 trong huyét thanh, glucoza
va/hodc lipit (vi du, dolichol) cia méi trudng c6 thé duge cai bién dé tao thanh
lwong tdi wu cia bién thé glyco SAP mong mudn. Theo mdt sé phwong 4n, nhiét
do, d6 pH va/hodic ndng d6 mol ctia moi trudng nudi cdy co thé duoc bién dbi dé
tao ra lugng t&i wu cia bién thé SAP mong muédn.

Polypeptit SAP bién thé theo sang ché co thé dugc xir 1y tiép in vivo hodc c6
thé duge xtt 1y in vitro trudc hodc sau khi phan 1ap tir t& bao hodc méi truong té
bao. Viéc xir 1y tiép theo ndy c6 thé bao gdm cai bién mdt hodic nhidu gdc glycan
ctia polypeptit SAP hoic cai bién chinh polypeptit SAP chir khong phai chi (c4c)
cdu triic glycan ctia n6. Theo mét sb phuong 4n, viée xir Iy bd sung cia polypeptit
SAP c6 thé bao gém viée bd sung (lién két cdng hoda tri hodc khong cong hoéa tri)
mdt hodc nhidu gdc khéc loai. Theo mdt s phwong 4n, viée xtr Iy bd sung bao gdm
ca xir Iy polypeptit SAP bang phuong phép enzym hodc héa hoc. Phuong phép xir
Iy bang enzym c6 thé gdbm budc cho polypeptit SAP tiép xtc véi mot hodc nhiéu
enzym glycosidaza, phosphodiesteraza, phospholipaza, glycosyltransferaza hodc
proteaza trong thoi gian dii dé gy ra su cai bién, bd sung hoic loai bo gbe glycan
(vi du, galactoza, manoza, fucoza, axit sialic, xyloza, N-axetylglucosamin, v.v.)
trén polypeptit SAP. Viéc tity chon theo yéu cdu ctia chudi oligosacarit dwgc lién
két voi N ¢c6 thé duge thyc hién bﬁng cach cai bién, bd sung hoic loai bé 1an lugt
cac gbc duong mong mudn, bing cach st dung cac k¥ thuat da biét rd trong linh
vuc ndy. Sy phén cit cac gbc hydrat cacbon bing enzym trén céc bién thé peptit co
thé dat dugc bang cach sir dung nhiéu loai endo- hoic exo-glycosidaza khac nhau
nhu dugc mo ta trong tai li€u: Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol. 138: 350.
Céc phuong phap bd sung gbc duong 1am vi du duge boc 1§ trong céc Bing doc
quyén sang ché My s6 US 5.876.980, 6.030.815, 5.728.554, va 5.922.577.

Theo mdt sb phuwong 4n, sy cai bién cdu triic glycan SAP cin su c6 mit clia
mdt hodc nhidu dudng nucleotit. Cac dudong nucleotit 1am vi du dugc sir dung trong
sang ché nay bao gdm nucleotit mono-, di- hogc triphosphat hodc chit twong tu clia

ching. Theo phuong 4n dugce wu tién, dudng nucleotit dugce cai bién dugc chon tir
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UDP-glycosit, CMP-glycosit hodc GDP-glycosit. Dic biét tét néu dudng nucleotit
dugc chon tir UDP-galatozam UDP-galactosamin, UDP-glucoza, UDP-glucosamin,
GDP-mannoza, GDP-fucoza, CMP-axit sialic, CMP-N-axit glycolylneuraminic
hoic CMP-NeuAc. Theo mét s& phwong 4n, dudng nucleotit duge cai bién dugc sir
dung @& bd sung gbc dudong dugc cai bién vao polypeptit SAP. Din xuit N-
axetylamin cuia cdc duong nucleotit cling dugc sit dung trong phuong phép theo
sang ché.

Viéc bd sung hoic loai bd cac gbe glycosyl bing phuong phap hoéa hoc c6
thé dugc tién hanh bing phuong phép thich hop bat ky. Vi du, viéc deglycosyl héa
bing phwong phép hoa hoc ¢ thé gdm viéc cho polypeptit SAP tiép xtic véi axit
triflometansulfonic hodc axit manh khac. Viéc xir 1y ndy tao ra sy phan gi4i phin
16n hoic tit ca cac dudng, ngoai trir dudong lién két (N-axetylglucosamin hogic N-
axetylgalactosamin) trong khi d& lai peptit nguyén ven. Céc phuong phép
deglycosyl héa hoa hoc duge md ta trong tai liéu: Haldmuddin ef al., 1987, Arch.
Biochem. Biophys. 259: 52 va Edge et al., 1981, Anal. Biochem. 118: 131. Vi¢c x
Iy hoa hoc c6 thé bao gdm bude, vi du, cho polypeptit SAP bién ddi tiép xtic véi
axit, nhu axit flohydric trong thoi gian dt dé gay ra sy cai bién cia polypeptit SAP.
Vige xtr ly bang axit flohydric, trong céc didu kién nhét dinh, cu thé 14 loai bo cac
gbc manoza 1a phosphodieste lién két voi glycan trong khi dé lai phosphat trén
glycan. Polypeptit SAP da bién dbi c6 thé dugc xir ly thém bing cach bd sung hoic
loai bd nhém phosphat ra khéi mot hodc nhidu N-glycan. Vi du, polypeptit SAP da
bién dbi c6 thé duge cho tiép xuc v6i manosyl kinaza hoic manosyl phosphataza.

Theo mot sb khia canh, mong muén 14 chi cii bién cac gbc dudng tan ciing
trén cu trac glycan polypeptit SAP (oligosacarit duoc lién két véi N hoic duoc
lién két v6i O). Theo mot sé phwong 4n, mot hodc nhidu nhanh cia ciu triic glycan
SAP duoc cai bién bang cach bd sung, loai bd, thay thé hodc cai bién it nhit mot
gbe axit sialic tan cing. Cac phuong phap thich hop dé cai bién cac glycan dugc
md ta & day c6 thé duogc st dung dé bién dbi chi gbc dwdng tan cing trén céu tric
glycan SAP. Theo mét sd phuong 4n, gbc axit sialic tin cing c6 lién két 02,6, lién
két 02,8 hodc lién két 02,9 dugc thay thé b%lng mdt hodc nhiéu géc axit sialic c6

lién két 02,3 tan cung. Theo khia canh cu thé, SAP ciia nguoi chira cac goc sialic ¢

-30-



22184

lién két 02,6 tan cing dugc cai bién theo mot trong sd cac phwong phép cua sang
ché dé thay thé mot hosc nhiéu gbe sialic c6 lién két 02,6 tan cung bang mot hodc
nhiéu gdc axit sialic ¢6 lién két 02,3. Theo mot sb phuong 4n, gdc axit sialic ¢6 lién
két 02,3 tan cung dugc cai bién dé bd sung thém mot hodc nhiéu gdc axit sialic c6
lin két 02,6, c6 lién két 02,8 va/hoic c6 lién két a2,9.

Theo mdt s§ khia canh, quy trinh tao ra polypeptit SAP theo sang ché bao
gdm bude thir nhét 13 deglycosyl hoa polypeptit SAP. Polypeptit SAP nay c6 thé
dugc deglycosyl hoa mdt phin hoic hoan toan. Theo mot sé phuong an, buédce thir
nhét 12 deglycosyl hoa nay bao gdm viéc chi loai bé cac gbc dudmg tin cing ra khoi
it nhAt mét nhanh cta ciu trac glycan trén polypeptit SAP. Theo mot sé phuong én,
budc thtr nhit 14 deglycosyl héa nay loai bd it nhit mot gbc axit sialic c6 lién két
02,6. Theo mét s6 phwong an, budc thir nhit 1a deglycosyl héa nay loai b it nhit
mot glycan dugc lién két v6i O. Theo mdot sb phuong 4n, budc thi nhit 1a
deglycosyl héa nay loai bo it nhat mot glycan duoc lién két véi N. Theo mot sb
phuong 4n, bude thir nhét 1a deglycosyl héa nay loai bé tit ca cac glycan duge lién
két voi O va duoc lién két véi N. Theo mdt sé phuong 4n, polypeptit SAP dugc
deglycosyl hoa (m6t phan hoic hoan toan) dugc xtr Iy thém theo cac phwong phap
trong ban md ta, cac phuong phap nay bao gdm, nhung khong chi gi6i han o, cai
bién bing phuong phap enzym hoic héa hoc mot phan hodc hoan toan polypeptit
SAP deglycosyl hoa, dua polypeptit SAP dd deglycosyl héa mdt phan hodic hoan
toan vao té bao hoidc td hop cla ching, trong d6 (cic) phuong phap niy tao ra
polypeptit SAP bién thé theo sang ché. Theo mot sé phuong 4n, sau khi polypeptit
SAP deglycosyl héa mot phdn hodc hoan toan da duge dua vao té€ bao, nd c6 thé
duoc cai bién thém, in vivo hoic in vitro, theo cic phuong phép trong ban mod ta dé
tao ra polypeptit SAP bién thé theo sang ché. Tuong tw, polypeptit SAP da
deglycosyl héa mot phén hodc hoan toan dugc cai bién in vitro bing cach st dung
phuong phap enzym hodic héa hoc duge md ta & day c6 thé dugce dua vao té bao dé
tao ra polypeptit SAP bién thé theo sang ché.

Cén hiéu ring polypeptit SAP theo sang ché c6 thé, nhung khéng bét budc,
duoc xir Iy trong té bao. Vi du, sang ché ciing d& xuét cac phuong phéap khong lién

quan dén té bao dé tao ra polypeptit SAP bién thé theo sang ché. Theo mdt s6 khia
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canh, cac phuong phap khong lién quan dén té bao bao gdm bude cho polypeptit
SAP tiép xuc véi, trong cac diéu kién glycosyl héa, dich tan té bao duoc tao ra tir té
bao kiu dai (vi dy, t& bao ndm, t& bao thuc vit hoic té bao dong vét) hodc té bao
duoc tao ra bing k¥ thuét di truyén c6 it nht mot hoat tinh glycosyl héa duge cai
bién, trong d6 sy tiép xtic cia polypeptit SAP vé6i dich tan té bao, gin két
oligosacarit, dugc lién két véi N hodc dugce lién két véi O, véi polypeptit SAP hodc
cai bién gbc oligosacarit dwgc lién két véi N hoic duge lién két véi O sin co trén
polypeptit SAP. Cum tur “diéu kién N-glycosyl hoa” nghia 12 hdn hop (vi du, clia
polypeptit SAP va dich tan té bao) dugc U trong didu kién cho phép su N-glycosyl
hoa bién d6i mong mudn xay ra.

Céc phuong phép thich hop dé thu dwgc dich tan t€ bao ma van duy tri hoat
tinh hodc tinh toan ven cia mot hodc nhidu hoat tinh glycosyl héa trong dich tan
ndy c6 thé bao gém st dung céc chit dém va/hodic chit trc ché thich hop, bao gdm
ca chit uc ché nucleaza, proteaza va phosphataza dé duy tri hodc 1am giam dén
muc t6i thidu su thay ddi hoat tinh N-glycosyl hoa trong dich tan té bao. Céc chét
trc ché nay bao gdm, vi du, cic chit chelat héa nhur axit etylendiamintetraaxetic
(EDTA), axit etylen glycol bis(P-aminoetyl ete) N,N,N1,N1-tetraaxetic (EGTA),
cac chdt trc ché proteaza nhu phenylmetylsulfonyl florua (PMSF), aprotinin,
leupeptin, antipain va cc chit trc ché phosphataza nhu phosphat, natri florua va
vanadat. Céc chét (rc ché c6 thé dugc chon sao cho chiing khong 1am anh huéng
dén hodc chi tdc dong c6 hai & muc t6i thiéu dén hoat tinh N-glycosyl héa hodc cac
hoat tinh quan tdm. Céc chét dém va diéu kién thich hop dé thu dwgc dich tan c6
hoat tinh enzym dugc md ta trong céc tai liu, vi du: Ausubel et al. Current
Protocols in Molecular Biology (Supplement 47), John Wiley & Sons, New York
(1999); Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1988); Harlow and Lane, Using Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press (1999); Tietz Textbook of Clinical Chemistry,
3rd ed. Burtis and Ashwood, eds. W.B. Saunders, Philadelphia, (1999).

Dich tan t& bao, néu cin, c6 thé dugc xir ly thém dé loai bo hodc 1lam giam
dén mure tbi thidu sy c6 mit cla céc co chét can trd. Néu mudn, dich tan té bao c6

thé dugc phin doan bing phuong phép bét ky trong sb nhiéu phuong phap di duge
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biét rd d6i voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay, bao gbm cét phén
doan dudi mirc té bao, va cac ky thuat sic ky nhu sic ky trao dbi ion, séc ky ky
nuéc va pha ngugc, sic ky loai trir theo kich ¢, sic ky 4i luc, va sic ky cam tng
dién tich-ky nudc (vi du, xem tai li€u: Scopes, Protein Purification: Principles and
Practice, third edition, Springer-Verlag, New York (1993); Burton and Harding, J.
Chromatogr. A 814:71-81 (1998)) va k¥ thuat tinh ché thich hop khac bét ky.

Dich tan t& bao c¢6 thé dugc tao ra sao cho co quan té bao toan phan vin con
nguyén ven va/hodc gilt nguyén chirc nang. Vi du, dich tan ¢ thé chira mot hogic
nhiéu luéi ndi bao twong thd nguyén ven, lwdi ndi bao twong nhin nguyén ven hodc
thé Golgi nguyén ven. Cac phwong phap thich hgp d tao ra cac dich tan chira cac
co quan té bao nguyén ven va thir nghiém v& chirc ning ciia cac co quan nay dugc
mo ta, vi du, trong tai li€u: Moreau et al. (1991) J. Biol. Chem. 266(7):4329-4333;
Moreau et al. (1991) J. Biol. Chem. 266(7):4322-4328; Rexach et al. (1991) J. Cell
Biol. 114(2):219-229; va Paulik et al. (1999) Arch. Biochem. Biophys. 367(2):265-
273; ban md ta ctia mdi tai liéu trong s6 céc tai lidu nay dugc dua vao day dé tham
khao toan by ndi dung cua ching.
| Polypeptit SAP c6 thé duge cho tiép xic véi chi mot protein da tinh ché c6
hoat tinh glycosyl héa. Theo mdt s phuong 4n, polypeptit SAP c6 thé dugc cho
tiép xtic voi nhidu hon mdt protein da tinh ché ¢ hoat tinh glycosyl hoa. Mot hoic
nhiéu protein c6 hoat tinh glycosyl hoa c6 thé duge tinh ché bing cac k§ thuét phan
1ap protein tiéu chudn. Polypeptit SAP c6 thé dugc cho tiép xtc véi mot hodc nhidu
protein trong chit dém thich hop trong khoang thoi gian di dé tao ra su cai bién
polypeptit SAP nhu duge mb ta trén day. Polypeptit SAP c6 thé dwgc cho tiép xuc
v6i nhidu hon mot protein ddng thdi hodc 1an lwot. Khi polypeptit SAP dugc cho
tiép xuc 1an luot v6i nhiéu hon mdt protein ¢ hoat tinh glycosyl hoa, polypeptit
SAP nay c6 thé, nhung khong bit budc, dugc tinh ché sau mot hodic nhidu bude.
Nghia 13, polypeptit SAP c6 thé dugc cho tiép xtic véi hoat tinh protein “A” va sau
d6 dugce tinh ché trude khi cho phan tir nay tiép xtc véi hoat tinh protein “B”. Céc
phuong phap cai bién peptit nhu vay 13 da biét trong linh vuc nay, vi du, tai liéu:
Lee and Park (2002) 30(6):716-720 va Fujita and Takegawa (2001) Biochem.

Biophys. Res. Commun. 282(3):678-682, ban mo ta cia cac tai liéu nay dugc dua
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vao day dé tham khao toan bd ndi dung ciia chiing.

Theo mot sd khia canh, cac phuong phép theo sang ché bao gdm budc phan
1ap polypeptit SAP, vi dy, tir t& bao hodc tir cic thanh phan ciia dich tan té bao.
Nhiéu k§ thuat tiéu chudn d& phan 14p protein 14 da biét trong linh vuc nay. Vi du,
cac phuong phap phan 14p polypeptit bao gdm, nhung khéng chi giéi han &,
phwong phép séc ky loai trir theo kich ¢&, phwong phap séc ky pha nguoc, phuong
phap séc ky 1éng (vi du, HPLC), phuong phép sic ky i luc (vi du, phuong phap
sic ky 4i lyc mién dich hoic chelat héa kim loai), phuwong phap sic ky trao dbi ion,
phuong phép séc ky tuong tac-ky nudc, phuong phép két tiia, phuong phép hoa tan
timg phan, phuong phép két tia mién dich, phwong phap ly tdm (vi dy, siéu ly tAm,
ly tim gradien sucroza, v.v.) hodc td hop bt ky ciia chiing. Theo mét s6 phuong
an, polypeptit SAP c6 thé dugc lién hop véi dudi i luc dé tao didu kién thuan loi
cho sy tinh ché polypeptit. Cac dudi ai luc thich hgp cho viée tinh ché SAP bao
gdm, nhung khéng chi giéi han &, protein gin két chitin (chitin binding protein:
CBP), protein gén két maltoza (maltose binding protein: MBP), glutathion-S-
transferaza (glutathione-S-transferase: GST), streptavidin, biotin, va cac dudi
poly(His). Cac dudi 4i luc c6 thé dwoc tao ra dudi dang mot phan ciia protein tai td
hop (nghia 1a dudi dang protein dung hgp chira ving dudi 4i luc khac loai va ving
polypeptit SAP) hoic duoc lién két (cong hoa tri hoic khdng cong héa tri) in vivo
hodc in vitro véi polypeptit SAP. Theo mét sé phwong 4n, nhiéu bude tinh ché c6
thé duoc sir dung dé phan l4p polypeptit SAP. Vi du, polypeptit SAP chira dudi tinh
ché c6 thé dugc tinh ché 4i lyc tir dich tan té bao hodic hdn hop nhiéu thanh phin
bing cach sir dung phwong phép tinh ché 4i lyc. Sau d6, polypeptit SAP di tinh ché
&l luc nay c6 thé duoc tinh ché thém & loai bé cac tap chit khong mong muén nho
bat ky bang budc tinh ché bd sung, vi du, phuong phap sic ky loai trir theo kich c&
hodc RP-HPLC. Khi polypeptit theo sang ché dugc tao ra trong té bao, polypeptit
SAP c6 thé dugc phan 14p tir chinh té bao nay hoic tir mi truong trong do té bao
duoc nudi cdy. Theo médt s6 phuong an, polypeptit SAP theo sang ché duge tao ra
va tiét ra tir t€ bao vao mdi truong nudi cdy. Theo cac phuong an nay, viéc phéan 1ap
c6 thé gdm budc tach phan doan t& bao ra khoi phan doan chira SAP hoa tan (vi du,

bang cach ly tim).
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Theo mot sb khia canh, ¢6 thé c6 loi néu lién két polypeptit SAP v6i nén pha
rén trude khi cho phan tir dich tiép xtic voi mot hodc nhiéu hoat tinh N-glycosyl
hoéa. Lién két nay c6 thé cho phép tinh ché dé dang hon khi cai bién N-glycosyl
hoéa. Cac nén pha rin thich hop bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, cc dia thir
nghiém c6 nhidu 18, cac hat (vi dy, hat dugc ma héa hodc cé tir tinh), cot sic ky
hodc mang.

Theo mot sb phuong 4n, polypeptit bt ky trong s cac polypeptit SAP da
bién d6i duoc md ta & day c6 thé dugc gin két véi gbe khac loai biang cach sir dung
phwong phép enzym hodc hoéa hoc. Cum tir “gbc khac loai” @& chi thanh phan bt
ky duoc lién két (vi du, cong héa tri hoic khong cdng héa tri) v6i phan tir dich di
bién d6i, thanh phin nay khac vi thanh phan ban diu c6 mit trén polypeptit SAP.
Céc gbc khac loai bao gbm, vi du, cic polyme tan hoic khong tan trong nudc, céc
gbc hudng dich, cac gbe didu tri, cac gbc chan dodn va cac phén tir sinh hoc.

Polypeptit SAP theo sang ché ¢ thé chira mot hogic nhidu gbc dwong “dugc
cai bién”. Nhom cai bién c6 thé dwoc gin két voi gbe duong bing phwong phép
enzym, phwong phép héa hoc hoic t6 hop cia chiing, nhd d6 tao ra dudng duge cai
bién, vi du, galactoza, fucoza hodc axit sialic dugc cai bién. Khi axit sialic d3 cai
bién dugc sir dung, syalyl-transferaza hodc trans-sialidaza cé thé duge st dung
trong céc phwong phép nay. Cac dudng nay c6 thé dugc thé & vi tri bit ky cho phép
gin két gbc cai bién ma vin cho phép dudmg co tic dung lam co chit cho enzym
duoc st dung dé lién két duong dugc cai bién vai peptit.

N6i chung, gbc dudng va nhém cai bién dwoc lién két v6i nhau bing cach sir
dung c4c nhém c6 kha ning phan Ung, cac nhém nay thudng dwgc bién dbi bing
qué trinh lién két vao nhém chirc hitu co méi hoic cac gbe khong ¢ kha niang phan
tng m&i. (Cac) nhom chirc ¢6 kha ning phan tmg ciia dudng cé thé nim & vi tri bat
ky trén gbc duong. Cac nhom c6 kha ning phan tng va céc loai phan tng hitu ich
d& thyc hién sang ché nay thuong 13 cdc nhom va loai da dugc biét 15 trong linh
vuc hoa sinh hoc lién hop. Céc loai phan ng duge wu tién hién nay c6 thé st dung
voi cac gbc dudng co kha ning phan tng 13 céc loai phan tng dién ra trong cac
diéu kién twong dbi ém dju. Cac loai phan ing nay gdm, nhung khong chi giéi han

&, phan Ung thé 4i nhén (vi dy, cdc ph&n ng clla amin va rugu véi halogenua axyl,
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este ¢6 hoat tinh), cic phan tmg thé 4i dién tir (vi dy, cac phan tmg enamin) va bd
sung vao cic da lién két cacbon-cacbon va cacbon-nguyén tir khac (vi dy, phan tmg
Michael, phan tng Diels-Alder). Cac phan Gng nay va cac phan Gng hitu ich khac
dugc ban ludn, vi duy, trong tai li€u: Smith and March, Advanced Organic
Chemistry, S5th Ed., John Wiley & Sons, New York, 2001; Hermanson,
Bioconjugate Techniques, Academic Press, San Diego, 1996; va Feeney et al.,
Modification of Proteins; Advances in Chemistry Series, Vol. 198, American
Chemical Society, Washington, D.C., 1982.

Céc nhém chuc c6 kha ndng phan ung hitu ich & canh nhan dudng hoic
nhém cai bién bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &: (a) cac nhém cacboxyl va cac
din xuit khac nhau cua chung (vi du, N-hydroxysucxinimit este, N-
hydroxybenzotriazol este, axit halogenua, axyl imidazol, thioeste, p-nitrophenyl
este, alkyl, alkenyl, alkynyl va este thom); (b) cic nhém hydroxyl, 12 cac gbc c6 thé
duoc chuyén héa thanh, vi dy, este, ete, andehyt, v.v.; (c) cdc nhém haloalkyl, trong
d6 halogenua c6 thé dugc thay thé sau d6 b%mg nhom ai nhan, vi du nhu amin,
anion cacboxyl hda, anion thiol, cacbanion hogc ion alkoxit, nh& d6 tao ra sy li€n
két cong hoéa tri cia mot nhém méi & nhém chirc clia nguyén tir halogen; (d) céc
nhém dienophil, 14 cdc nhom c6 khad néng tham gia phan Umg Diels-Alder, vi du
nhu cdc nhém maleimido; (e) cdc nhém aldehyt hodc keton, 1a cdc nhém cé thé dan
xuit héa sau d6 thong qua sy tao ra cdc din xuét cacbonyl, vi du nhu imin,
hydrazon, semicarbazon hodc oxime, hodc théng qua cac co ché nhu sy bd sung
Grignard hodc sy bd sung alkyllithi; (f) cdc nhém sulfonyl halogenua dé phan tmg
sau d6 v&i cac amin, vi du, dé tao thanh sulfonamit; (g) cac nhom thiol, 1a cac
nhém c6 thé, vi du, dugc chuyén héa thanh disulfua hodc duge cho phan tmg véi
alkyl va axyl halogenua; (h) cdc nhém amin hoc sulfhydryl, 13 cic nhém cé thé, vi
du, duoc axyl héa, alkyl hda hodc oxy héa;(i) alken, 1a nhém c6 thé tham gia, vi du,
phan Ung thém vong, phan tng axyl hoéa, phan ing cong Micheal, phan ung trao
dbi, phan ung Heck, v.v.; (j) epoxit, la nhém cé thé phén Ung véi, vi dy, cac hgp
chét amin ho#c hydroxyl.

Céc nhém chirc c6 kha ning phan tng c6 thé duge chon sao cho chiing

khong tham gia, hodic khong anh hudng dén, cac phan ung cin thiét dé tap hop céac
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nhén dudng c6 kha ning phan ing hoc nhom cai bién. Theo cach khac, nhém chirc
c6 kha nang phan ung c6 thé dugc bao vé khoi sy tham gia vao phan ung nho sy co
mit ctia nhém bao vé. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& biét cach
bao vé nhém chirc cu thé sao cho n6 khong anh huéng dén tap hop cac didu kién
phan tmg da chon. Vi du vé& cic nhém bao vé hitu ich, vi dy, xem tai liéu: Greene et
al., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, New York, 1991.

Theo mot sb phuong én, duong duge cai bién 12 duong duge hoat hoa.
Pudng cai bién duge hoat héa hitu ich trong sang ché 13 cac glycosit théng thudng
da duoc bién dbi bang phuong phap tng hop dé bao gdm ca nhém roi chuyén duoc
hoat héa. Khi dugc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngit “nhém rdi chuyén duge
hoat h6a” dé chi cac gbc dugc thay thé mot cach d& dang trong cc phan tmg thé i
nhan dugc diéu hoa boi enzym. Nhiéu loai dudng dugce hoat hoa 1a da biét trong
linh vyc ndy. Vi dy, xem tai liéu: Vocadlo et al., In Carbohydrate Chemistry and
Biology, Vol. 2, Ernst et al. Ed., Wiley-VCH Verlag: Weinheim, Germany, 2000;
Kodama ef al., Tetrahedron Lett. 34: 6419 (1993); Lougheed, et al., J. Biol. Chem.
274: 37717 (1999)). Vi du vé c4c nhém roi chuyén nhu vay bao gi‘)m flo, clo, brom,
tosylat, mesylat, triflat va nhém tuong ty. Cac nhém rdi chuyén dwgc hoat héa
dugc ru tién dé st dung trong sang ché 13 cac nhém khdng can tré vé khong gian
dang ké sy van chuyén enzym ciia céc glycosit dén thé nhan. Theo d6, cic phuong
an dugc wu tién cta cac din xudt glycosit dugc hoat hoa bao gdm glycosyl florua
va glycosyl mesylat, v6i glycosyl florua dugc dic biét wu tién. Trong sb cac
glycosyl florua, a-galactosyl florua, a-manosyl florua, a-glucosyl florua, a-fucosyl
florua, a-xylosyl florua, o-sialyl florua, o-N-axetylglucosaminyl florua, a-N-
axetylglucosaminyl florua, B-galactosyl florua, B-manosyl florua, .beta.-glucosyl
florua, B-fucosyl florua, B-xylosyl florua, B-sialyl florua, B-N-axetylglucosaminyl
florua va B-N-axetylgalactosaminyl florua dugc wu tién nhét.

Theo mdt sb khia canh, gc dudng dugc cai bién duogc lién hop véi mdt hodc
nhiéu polyme tan trong nuéc. Nhiéu polyme tan trong nudc 13 da biét véi ngudi ¢b
hiéu biét trung binh trong linh vwc nay va hitu ich khi thuc hién sing ché nay.
Thuét ngt polyme tan trong nuéc bao gdm cac gdc nhu sacarit (vi dy, dextran,

amyloza, axit hyaluronic, poly(axit sialic), heparan, heparin, v.v.); poly(axit amin),
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axit nucleic, polyme tdng hop (vi dy, poly(axit acrylic), polye(ete), vi du,
poly(etylen glycol)); peptit, protein va cac chat tuong tw. Sang ché c6 thé dugc thuc
hién véi polyme tan trong nudc bat ky chi véi giéi han duy nhét 13 polyme nay phai
chira diém ma & d6 phan con lai cta thé 1ién hop c6 thé dugc gén két voi.

Céc phuong phép va hoa chit dé hoat héa cac polyme tan trong nudc va cic
sacarit cling nhu cic phwong phap dé lién hop céc sacarit va polyme véi cac gbc
khéac nhau d3 dugc mo ta trong tai li€éu chuyén nganh. Cac phuong phap thuong
duoc st dung dé hoat hoa cic polyme bao gébm hoat héa cic nhém chirc bing
Xyanogen bromua, periodat, glutarandehyt, bi-epoxit, epiclohydrin, divinyl sulfon,
carbodiimit, sulfonyl halogenua, triclotriazin, v.v. (xem tai li€u: R. F. Taylor,
(1991), Protein Immobilization, Fundamentals and Applications, Marcel Dekker,
N.Y.; S. S. Wong, (1992), Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking,
CRC Press, Boca Raton; G. T. Hermanson ef al., (1993), Immobilized Affinity
Ligand Techniques, Academic Press, N.Y.; Dunn, R. L., et al., Eds. Polymeric
Drugs and Drug Delivery Systems, ACS Symposium Series Vol. 469, American
Chemical Society, Washington, D.C. 1991).

Theo mot s6 khia canh, géc dudng cai bién dugc lién hop véi mot hodc
nhidu polyme khong tan trong nuéc. Theo mdt sé phwong 4n, sy lién hop véi
polyme khong tan trong nudc c6 thé dugce sir dung dé giai phong peptit didu trj theo
cach c6 kiém soat. Cac hé giai phong duge chit polyme 14 da biét trong linh vuc
nay. Vi dy, xem tai liéu: Dunn et al., Eds. Polymeric drugs and Drug Delivery
Systems, ACS Symposium Series Vol. 469, American Chemical Society,
Washington, D.C. 1991. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu
rang vé co ban hé giai phong duge chit da biét bat ky c6 thé 4p dung véi cac thé
lién hop theo séng ché.

Céc polyme khong tan trong nudc 1am dai dién bao gdm, nhung khong chi
giéi han @&, polyphosphazen, rugu poly(vinylic), polyamit, polycacbonat,
polyalkylen, polyacrylamit, polyalkylen glycol, polyalkylen oxit, polyalkylen
terephtalat, polyvinyl ete, polyvinyl este, polyvinyl halogenua, polyvinylpyrolidon,
polyglycolit, polysiloxan, polyuretan, poly(metyl metacrylat), poly(etyl
metacrylat), poly(butyl metacrylat), poly(isobutyl metacrylat), poly(hexyl
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metacrylat), poly(isodexyl metacrylat, poly(lauryl metacrylat), poly(phenyl
metacrylat), poly(metyl acrylat), poly(isopropyl acrylat), poly(isobutyl acrylat),
poly(octadexyl acrylat) polyetylen, polypropylen, poly(etylen glycol), poly(etylen
oxit), poly (etylen terephtalat), poly(vinyl axetat), polyvinyl clorua, polystyren,
polyvinyl pyrolidon, pluronic va polyvinylphenol va céc copolyme ctia chiing.

Céc polyme nay va cac polyme khéc dugc ban luan & day c6 thé thu dugc d&
dang tir c4c ngudn thwong mai nhu coéng ty Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.),
Polysciences (Warrenton, Pa.), Aldrich (Milwaukee, Wis.), Fluka (Ronkonkoma,
N.Y.), va BioRad (Richmond, Calif.) hoic dugc tdng hop tir cic monome thu dugc
tir cdc nha cung cp nay bang cach sir dung céc k¥ thuét chudn. Céc polyme c6 thé
thoai bién sinh hoc 1am dai dién hitu ich trong cac thé lién hop theo sang ché bao
gbm, nhung khéng chi giéi han &, polylactit, polyglycolit va céc copolyme cia
chung, poly(etylen terephtalat), poly(axit butyric), poly(axit valeric), poly(lactit-co-
caprolacton), poly(lactit-co-glycolit), polyanhydrit, polyorthoeste, cdc hdn hop va
copolyme cuia ching. Cu thé, cic thanh phin dugc st dung 13 céc thanh phén tao
gel, nhur cac thanh phan bao gdm colagen va pluronic.

Theo phuong an duge wu tién, mot hodic nhidu géc dudng cai bién duoc lién
hop v6i mot hoic nhiéu phan tir PEG.

Theo mot sé khia canh, dwdng cai bién dugc lién hop véi phéan tir sinh hoc.
Phén tir sinh hoc theo sang ché c6 thé bao gdm, nhung khong chi gii han &, cac
protein chirc ning, enzym, khang nguyén, khang thé, peptit, axit nucleic (vi du,
nucleotit sgi don hodc nucleosit, oligonucleotit, polynucleotit va axit nucleic soi
don va da soi), lectin, thu thé hodc t& hop ciia chiing. V& co ban, mdt sé phan tir
sinh hoc duge wu tién khong phat huynh quang hodc phat ra lugng huynh quang tdi
thiéu nén ching khéng thich hop dé sir dung 1am chét danh ddu phat huynh quang
trong thir nghiém. Cac phéan tr sinh hoc khac c¢6 thé phat huynh quang.

Theo mot s& phuong 4n, phén tir sinh hoc 14 gbc hudng dich. Khi dugc st
dung trong ban mo ta ndy, cac thut ngit “gbc hudng dich” va “tic nhan hudéng
dich” dé chi cac géc s& khu tri chon loc trong mdt mé hodc ving cu thé ctia co thé.
Theo mdt s& phwong 4n, phan tir sinh hoc dwoc chon d dinh huéng polypeptit SAP

theo sdang ché dén modt ngén ndi bao cu the, nhd d6 lam gia ting sy vén chuyén
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peptit dén ngin ndi bao nay so vai lugng peptit khong duge dan xudt hoa duge van
chuyén dén mé d6. Su khu tru dwgc trung gian bdi sy nhan biét dic hidu cta yéu td
quyét dinh phan tir, kich thudc phéan tir cia tac nhan hodc thé lién hop huéng dich,
sw turong tac ion, sw twong tac ky nudc va cac yéu td tuong tu. Cac co ché khac
trong viéc hudng dich mot tdc nhan dén moét mod hodc ving cu thé 1a da biét véi
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay.

Theo mdt sé phwong 4n, duong duoc cai bién bao gém ca gbe diéu tri.
Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vic nay s& hiéu ring c6 su tring l3p giita
linh vyre ctia cac gde diéu tri va phén tir sinh hoc, nghia 13 nhiéu phén t sinh hoc c6
dic tinh hoic tiém ning diéu tri.

Céac nhoém gbe diéu trj hitu ich bao gdém, vi du, cic dugc cht khang viém
khong steroit; cac duge chdt khang viém steroit; chdt phu trg; duoc chét khang
histamin; duogc chét trj ho; dugc chét tri ngtra; duoc chét chéng tiét cholin; dugc
chit chéng ndn va giy budn ndn; dugc chit ding cho chimg biéng #n; duoc chit
kich thich trung tdm; dugc chét chbng loan nhip tim; duge chit ngan tiét adrenalin
B; dugc chét trg tim; duge chit tri ting huyét ap; duoc chét l¢i tiéu; dugc chét giy
gidn mach; dugc chét gdy co mach; dugc chét chéng loét; dugc chit gdy mé; dugc
chét chéng trdm cam; dugc chét an thin va dugc chit giam dau; duoc chét chéng
loan tAm than va dugc chét khang khudn.

Céac gbc duoc chit khac hitu ich trong viéc thuc hanh sang ché bao gdm
duoc chit chdng ung thu, chit diét t& bao, khéng estrogen va chéng chuyén hoa.
Nhom nay con bao gdm céc tac nhan trén co s& ddng vi phong xa d¢é chin doan (vi
dy, chup hinh 4nh) va didu trj bénh va cac doc t6 lién hop.

Géc diéu tri ciing ¢6 thé 12 hormon, tic nhan gdy gién co, tac nhan chdng co
thét, tic nhén tao xuong, tdc nhan diéu bién noi tiét, tac nhan diéu bién bénh dai
thao dudng, androgen, tdc nhan chéng tiét liéu hodc dugc chét calcitonin.

Céc nhém céi bién hitu ich khac bao gdm cac dugc chit didu bién mién dich,
chit ¢ ché mién dich, v.v.. Cac nhém c6 hoat tinh khang viém, nhu sulindac,
etodolac, ketoprofen va ketorolac ciing dugce st dung. Céc dugc chét khac dugc st
dung két hop véi sang ché s& trd nén rd rang v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh

trong linh vuc nay.
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Céc polypeptit SAP N-glycosyl héa bién dbi dugc tao ra bing cac phwong
phap theo sang ché c6 thé ddng nhét (nghia 13 miu polypeptit SAP khong thay dbi
vé chu triic N-glycan cu thé) hodic gdn nhu déng nhit. Cum tir “gin nhu déng nhét”
c6 nghia 13 it nhat khoang 25% (vi dy, it nhit khoang 27%, it nhit khoang 30%, it
nhéit khoang 35%, it nhit khoang 40%, it nhit khoang 45%, it nhit khoang 50%, it
nhit khoang 55%, it nhit khoang 60%, it nhat khoang 65%, it nhit khoang 70%, it
nhit khoang 75%, it nhit khoang 80%, it nhat khoang 85%, it nhit khoang 90%, it
nhit khoang 95% hoic it nhit khoang 99%) polypeptit SAP c6 clng céu triic N-
glycan cuy thé.

Theo mdt sé phuong 4n, polypeptit SAP bién thé theo sang ché c6 ndng do
ICs dé trc ché su biét hoa clia bach ciu don nhan to thanh té bao soi in vitro 1 thip
hon Y%, thip hon 1/3, thip hon Y, thdp hon 1/10 hodc thip hon 1/100 so véi miu
SAP kiéu dai twong tmg duoc phén 1ap tir huyét thanh ctia ngudi. C nhiéu phuong
phép da dugc bibt o d& xac dinh muc d6 dap g ciia cac té bao don nhan mau
ngoai vi (Peripheral Blood Mononuclear Cell: PBMC) hodc té bao bach cdu don
nhan to véi SAP dbi véi su biét hoa té bao soi. Cac phuong phép nay cé thé duogc
sir dung d& xac dinh hiéu lyc twong d6i cia polypeptit bt ky trong sb cac
polypeptit SAP bién thé theo sang ché so v6i miu SAP c6 ngudn gde tir huyét
thanh cta ngudi, polypeptit SAP bién thé bit ky khac hodc chit rc ché hoic hoat
hoa té bao soi khac. Cac té bao PBMC hoic bach ciu don nhén to thich hop dé sir
dung trong cac phwong phép nay c6 thé thu duoc tir nhiéu dong nudi cdy mé khac
nhau. Theo cé4ch khéc, céc té bao thich hgp cho thir nghiém biét hoa t& bao sgi c6
thé thu dugc tir mau sinh hoc bt ky chtra té bao PBMC hodc té bao bach ciu don
nhan to. MAu sinh hoc nay ¢6 thé thu dugc tir huyét thanh, huyét twong, mé khoe
manh hodc mo sgi. N6i chung, cac thir nghi¢ém biét hoa t€ bao sgi dugc tién hanh
bing cach i té bao PBMC hoic té bao bach cdu don nhén to trong méi trudng co
néng do polypeptit SAP khac nhau dé xac dinh mtrc do biét hoa té bao sgi. Nong
d6 SAP c6 thé nim trong khoang tir 0,0001 pg/ml dén 1 mg/ml va theo mot sb
phwong 4n, ndng d6 nay bang 0,001 pg/ml, 1,0 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15pg/ml,
20 pg/ml, 25 pg/ml, 30 pg/ml, 35 pg/ml, 40 pg/ml, 45 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml,
200 pg/ml, 300 pg/ml, hodc 500 pg/ml. Theo mdt s6 thir nghiém, mai trudng c6 thé
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duoc bd sung thém khoang tir 1 dén 100 ng/ml hMCSF, ndng d6 dugc wu tién cla
hMCSF 1a 25ng/ml. D4u hiéu cho thiy té bao PBMC va bach ciu don nhén to da
biét hoa thanh t& bao s¢i c6 thé duge xac dinh boi ngudi ¢ hiu biét trung binh
trong linh vyc nay. N6i chung, cac té bao soi duge xac dinh hinh thai 13 cac té bao
dinh bam c6 dang thé thoi kéo dai va sy c6 mat cia nhan hinh ovan. Theo mot sb
thir nghi€m, cac té bao duge cb dinh va nhudém b%mg Hema 3 trudce khi dém té bao
soi bing cach dém truc tiép, vi du, bang cach sir dung kinh hién vi soi ngugc. Mirc
d biét hoa ciia té bao soi duge cho 14 déu hiéu ctia mirc do dép (mg té bao voi SAP
dbi v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Nhu dugc thé hién qua cc
vi dy trong phén mo ta, mirc dd trc ché biét hoa té bao soi cao hon thé hién mirc do
dap ung véi SAP cao hon. Phuong phép khac @& x4c dinh mirc d6 biét hoa cua té
bao sgi bao gém bude xac dinh sy biéu hién coa chit danh diu bé mat té bao dic
hiéu voi t& bao soi hodc cac yéu td tiét, vi du, xytokin (vi du, IL-1ra, ENA-
78/CXCL-5, PAI-1), fibronectin, colagen-1. Cac phuong phap phat hién va/hogc
dinh lvong chit danh d4u bé mit t bao hodc yéu 6 tiét 1a da dugc biét rd trong linh
vuc ndy, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac k¥ thuat dya trén thir nghiém
ELISA va FAC khéc nhau, bing cach st dung céc khang thé c6 kha ning phan (ng
mién dich ddi v6i mot hodc nhiéu chit danh dAu dic hiéu té bao soi. Nhu dugc mod
ta trong phan vi du thuc hién sang ché, phuong phap xé4c dinh mirc d9 biéu hién cia
chemokin c¢6 ngudn gdc dai thuc bao (Macrophage Derived Chemokine: MDC) 1a
phuong phép hiru hidu @& xac dinh mirc d6 biét héa clia té bao sgi.

Céc phuong phap dé phét hién va/hoic xac dinh mirc do N-glycosyl hoa (vi
dyu, mirc d9 N-glycosyl héa bién ddi) cta polypeptit SAP bao gbébm phuong phép
dva trén thiét bj giai trinh ty ADN (DNA sequencer-assisted: DSA), phuong phép
dién di hydrat cacbon dgya trén nhom huynh quang (fluorophore-assisted
carbohydrate electrophoresis: FACE) hodc phuong phap phd khdi ké thoi gian bay
gidi hip/ion hoa laze ting cuong bé mit (surface-enhanced laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry: SELDI-TOF MS). Vi du,
phép phén tich c6 thé sir dung DSA-FACE trong d6, vi dy, céc glycoprotein dugc
lam bién tinh, sau d6 c¢b dinh trén, vi dy, mang. Sau d6, glycoprotein c6 thé dugc

khir bing chét khir thich hop nhu dithiothreitol (DATA) hodc B-mercaptoetanol.
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Céc nhém sulfhydryl ctia protein c6 thé duge cacboxyl héa bang cach sir dung axit
nhu axit iodoaxetic. Tiép theo, N-glycan c6 thé dugc gii phong ra khéi protein
bang cach sir dung enzym nhu N-glycosidaza F. Cac N-glycan, tiy ¥, c6 thé duoc
tai tao cdu tric va din xuét hoa biang phuong phap amin hoéa khtr. Sau d6, N-glycan
da dan xuét hoa c6 thé dugc cd dic. Trang thiét bj thich hop dé phén tich N-glycan
bao gdm, vi du, thiét bi giai trinh tw ABI PRISM® 377 DNA (Applied Biosystems).
Phuong phép phan tich dit liéu c6 thé dugc thuc hién bing cach st dung, vi dy,
chwong trinh phdn mém GENESCAN®. 3.1 (Applied Biosystems). Tuy Y,
mannoprotein phan 14p dugc c6 thé dugc xir Iy thém bing mdt hodc nhiéu enzym
dé khing dinh trang thai N-glycan ctia n6. Céc enzym 1am vi du bao gbm, vi dy, o-
manosidaza hodc a-1,2 manosidaza. Cac phuong phap bd sung dé phan tich N-
glycan bao gdm, vi du, phuong phap phd khéi (vi du, MALDI-TOF-MS), phuong
phap sic ky 1ong & ap suét cao (high-pressure liquid chromatography: HPLC) trén
pha binh thuong, phuong phap sic ky trao dbi ion va pha nguge (vi dy, bing cach
phat hién bing ampe ké gy xung khi céc glycan khéng duge danh ddu va bing
murc 6 hip phy UV hodc sy phat huynh quang khi cac glycan dugc danh déu thich
hop). Xem thém tai li¢u: Callewaert ef al. (2001) Glycobiology 11(4):275-281 va
Freire et al. (2006) Bioconjug. Chem. 17(2):559-564, ban mé ta clia mdi tai liéu
trong sb cac tai liéu nay dugc dua vao ddy dé tham khio toan b ndi dung cuia

ching.

Céac phuong phép diéu tri

Theo mdt khia canh, sang ché mé ta phuong phap diéu trj chimg rdi loan dap
g v6i SAP & bénh nhan bang cach cho bénh nhan can diéu tri str dung lugng hiru
hiéu c6 tac dung diéu trj cia polypeptit SAP bién thé theo séang ché. Lidu lugng va
tdn sut cua viée diu tri c6 thé duge xac dinh bai nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay va s& thay dbi tiy thudc vao cac triéu chimg, do tudi, thé trong
clia bénh nhén va tinh chit va murc d0 ning cua rdi loan cin dugc didu tri hodic
phong ngira. Theo mot sé phuong 4n, polypeptit SAP bién thé dwgc st dung cho
bénh nhan mot 14n hodc hai 1dn mbi ngay, mot 14n hogc hai 14n m&i tudn, mot 14n

hodc hai 14n mdi thang hodc chi ngay trudc khi hodc ngay khi khéi phét céc tridu
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ching.

Liéu ding c6 thé dugc xac dinh d& dang béi cac k§ thuat da biét véi nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay hodc dugc néu & ddy. Ddc tinh va hiéu
qua diéu tri ciia SAP c6 thé dugc xac dinh bing cic quy trinh thyc hanh dugc
chuén trén dong vat thtr nghiém, vi dy, xac dinh lidu LDs, va EDs,. EDs, (Effective
Dose 50: liéu c6 hiéu qua 50%) 1 lugng dugc chét cin thiét dé tao ra hiéu qua cu
thé trén 50% s luwgng dong vat. LDs, (Lethal Dose 50: liéu giy chét 50%) 1a liu
duoc chét gay chét 50% lwong mau.

Theo mdt s6 phuong 4n, rbi loan dap tng véi SAP 1a su so hoéa. Viée sir
dung SAP dé diu tri bénh dbi véi su xo héa da dugc md ta trong don yéu cau cép
Bing doc quyén sang ché My sé US 2007/0243163, tai lidu nay dugc dua vao day
dé tham khao. Céc rdi loan lién quan dén sy xo héa c6 thé diéu tri bing phwong
phap theo sang ché bao gdm, nhung khong chi giéi han &, bénh colagen, bénh phdi
mo k&, bénh phéi x0 héa & ngudi (vi dy, viém tiéu phé quan tic nghé&n, bénh xo hda
phdi tu phét, bénh xo hoéa phdi do nguyén nhan bénh da biét, md d& khébi u trong
bénh phdi, bénh xo cing toan than anh hudng dén phdi, hoi ching Hermansky-
Pudlak, bénh bui phéi cdng nhén than, bénh bui amiing, bénh bui silic phéi, bénh
tang huyét 4p d6ng mach phdi méan tinh, bénh ting huyét 4p dong mach phdi lién
quan dén hoi ching suy giam mién dich méc phai (AIDS), bénh sarcoit, bénh hen
muc 4§ trung binh dén ndng va cic bénh twong tu), bénh mach mau xo hda, bénh
x0 ctmg dong mach, bénh vita xo dong mach, bénh gian tinh mach, bénh nhdi mau
mach vanh, bénh nhdi mau ndo, bénh xo nang co tim, bénh xo héa co xwong khép,
tinh trang dinh sau phau thuét, bénh than & ngudi (vi du, hdi ching viém than, hoi
chimmg Alport, bénh than lién quan dén bénh nhiém virut HIV, bénh than da nang,
bénh Fabry, bénh than do dai thao dudng, bénh viém ciu than man tinh, bénh viém
than lién quan dén bénh luput hé thdng va cac bénh tuong ty), bénh xo cing toan
than tién trién (progressive systemic sclerosis: PSS), bénh viém xo chai duong mét
nguyén phat (primary scalloping cholangitis: PSC), bénh xo h6a gan, bénh xo gan,
bénh xo héa than, bénh xo hoéa phdi, bénh xo nang tuy, bénh md ghép chdng tic
chi, bénh co ctmg bi (tai chd va toan than), bénh mét Grave, bénh vdng mac do dai

thdo duong, bénh ting nhan ap, bénh Peyronie, bénh xo héa duong vét, ching hep
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niéu dao sau khi dit kinh soi bang quang, hién twong dinh bén trong sau khi phiu
thuét, su tao seo, bénh xo héa tdy xwong, bénh xo hdéa sau mang bung tu phat, bénh
x0 héa mang bung do nguyén nhan bénh da biét, bénh ngd doc ndm cya ga do dugc
chét gdy ra, bénh xo hoéa lién quan dén bénh ung thu lanh tinh hodc é&c tinh, bénh xo
héa lién quan dén sy nhifm vi sinh vat (vi du, virut, vi khuén, ky sinh trung, nim,
v.v.), bénh Alzheimer, bénh xo hoa do bénh viém rudt (bao gém ca su tao thanh
doan hep trong bénh Crohn va bénh viém dai trang vi md), khéi u té bao dém, bénh
viém niém mac, bénh xo héa do chén thwong hoéa hoc hodc mdi truong gy ra (vi
du, liéu phap hoa tri didu tri ung thu, thude trir sdu hoic birc xa (vi du, liéu phap xa
tri didu tri ung thu)).

Theo mot sb phuong an, r6i loan lién quan dén su xo hoa dugce chon tir bénh
climg bi toan than hodc tai chd, bénh u sli, seo phi dai, bénh vita xo dong mach,
bénh tai phat hep (van tim), bénh viém phdi va xo hoa phdi, bénh xo héa phdi tu
phat, bénh xo gan, bénh xo héa do nhiém virut viém gan B hodc C man tinh, bénh
than, bénh tim do md seo, bénh thoéi hoa diém vang va bénh vdng mac thuy tinh
thé va vong mac. Theo mot sé phuong 4n, rdi loan lién quan dén sy xo héa do cac
dugc chit héa liéu phép, sy xo hoa, tdn thuong va bong do birc xa. Theo mot )
phuong én, tinh trang bénh hodc r6i loan lién quan dén sy xo héa do su tao s¢o sau
khi phiu thuét, vi dy, sau khi cit b6 ddy hodc phau thuat loc khac & mit.

Theo mot sb phuong 4n, ri loan dap ng v6i SAP 14 rbi loan qua mén nhu
céc rbi loan do cac dap tmg Thl hosc Th2 1am trung gian gay ra. Viéc st dung SAP
lam li€u phép didu tri bénh dbi véi céc rdi loan qua mén cling d3 duge mo ta trong
don tam thoi ndp & My s6 US 61/209.795, tai liéu nay dwoc dua vao ddy dé tham
khao. Céc rbi loan lién quan t&i tinh trang quéa min c6 thé diéu tri bing SAP bao
gbm, nhung khéng chi gi6i han &, bénh viém mdii di tng, bénh viém xoang di ing,
bénh viém két mac di tmg, bénh co thit phé quan di img, ching khé thé di ing,
tinh trang di (mg tang 1én khi c6 dich nhdy tiét ra trong phéi, bénh viém da di tmg,
bénh viém da, bénh may day, su phan v§, bénh viém phéi, bénh hen di Ung.

Theo mdt s phuong 4n, polypeptit SAP bién thé theo sang ché co thé dugc
str dung dé diéu tri cac dap ing mién dich dic hiéu véi di ing nguyén nhu sy phan

vé vai cac khang nguyén khac nhau bao gom, nhung khong chi gidi han &, céc
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khang nguyén khang vi sinh vat (vi dy, cephalosporin, sulfonamide, penicillin va
cac B-lactam khac), thudc chéng co gidt (vi du, phenytoin, phenobarbital,
carbamazepine, dapsone, allopurinol va minocycline), cac chét héa tri li€u (vi duy,
taxane, cac hop chét platin, asparaginaza va epipodophyllotoxin), heparin, insulin,
protamine, aspirin va cac thudc khéang viém khong steroit, chit 1am gian co (vi dy,
succinylcholine, atracurium, vecuronium, pancuronium), cac chit cam ung (vi du,
barbiturate, etomidate, propofol), thube ngi (vi du, fentanyl, meperidine,
morphine), chét keo dé ting thé tich ndi mach, chit can quang, san phém tir mau,
latec, san phém ttr dong vat, 16ng dong vat, bo ve bui, con trung (vi dy, vét cén, @bt
hodc noc doc), m§ phdm, kim loai (vi du, niken, coban va cromat), thuc vat, bao t,
phén hoa, thuc phém (vi dy, stta, tring, lda mi, ddu nanh, ddu phong va céc loai hat
cdy, hai san), tiém ching va nim (vi du nhu céc ching Aspergillus, Curvularia,
Exserohilum va Alternaria).

Theo mdt s phwong 4n, rdi loan d4p ing véi SAP 1 rdi loan tw mién nhu
cac rdi loan do sy dap ung Thl hoic Th2 lam trung gian gay ra. Viéc sit dung SAP
1am liéu phap didu tri bénh dbi v6i cac rdi loan ty mién ciing ¢4 dwgc mo ta trong
don tam thoi ndp & My sé US 61/209.845, tai liéu nay dugc dua vao ddy dé tham
khao. Cac rdi loan lién quan dén su tu mién dich c6 thé didu tri bing SAP bao gﬁ‘)m,
nhung khong chi giéi han &, bénh dai thdo dudng typ I, bénh xo cling rai rac, bénh
viém da kh6p dang thip, bénh viém khép vay nén, bénh viém co tim ty mién, bénh
pemphigut, bénh nhuwgc co ning, bénh viém tuyén gidp Hashimoto, bénh Graves,
bénh Addison, bénh viém gan tw mién, bénh viém khép Lyme min tinh, bénh co
tim gidn co tinh gia dinh, bénh viém da co tudi thiéu nién, bénh viém da sun, hdi
chimg Sjogren, bénh vy nén, bénh viém khép tu phét & thiéu nién, bénh viém rudt,
bénh luput ban d6 hé théng, bénh phdi tic nghén mén tinh, va bénh mod ghép chdng
tuc chu.

Theo mot sb phuong 4n, rdi loan dép img v6i SAP 13 bénh viém niém mac.
Viéc st dung SAP lam li¢u phap diéu tri bénh viém niém mac cling dugc md ta
trong don yéu cdu cip Bing ddc quyén sang ché My s6 US 12/217.614, tai lidu nay
duoc dua vao ddy dé tham khao. Cac phuong phép theo séng ché c6 thé hitu ich dé

diéu tri bénh viém ni€m mac mi¢ng, thuc quan va dudng da day-rudt, cling nhu
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bénh loét da day ta trang hodc viém trgt da day va thuc quan.

Theo mdt s6 phwong 4n, polypeptit SAP bién thé theo sang ché c6 thé dugc
st dung dé diéu tri bénh hoic tinh trang viém. Theo mot sé phuong 4n, bénh viém
c6 thé 13 bénh nhiém virut, vi khudn, nim hoyc ky sinh tring. Viéc sit dung SAP
1am liéu phap didu tri bénh nhidm virut ciing da dugc mé ta trong Bing doc quyén
sang ché M§ s US 6.406.698 va trong Cong bd don qudc té W01997/026906, ca

hai tai liéu nay dugc dua vao ddy dé tham khéo.

Céc duoc phdm va dang bao ché

Theo mét sb phwong 4n, cac phwong phap duge md ta & day bao gbm bude
cho dbi twong str dung it nhat mot polypeptit SAP bién thé theo séng ché duéi dang
chét didu tri. Cac chét diéu trj theo séng ché co thé duge bao ché theo cach thuén
tién bing cach sir dung mét hoic nhidu chit mang hoic ta dugc chip nhan dugc vé
mat sinh ly. Vi dy, céc chét didu tri va cdc mudi va solvat clia chung chép nhan
dugc vé mit sinh ly c6 thé dugc bao ché dé st dung b%ng cach, vi dy, tiém (vi duy,
tiém dudi da, tiém trong co, ti€ém qua mang bung), x6ng hodc bom khi (qua dudng
miéng va miii) hodc st dung qua dudng miéng, trong mé, dudi ludi, qua da, mili,
ngoai duong tiéu hoa hodc truc trang, Theo mot s& phuong 4n, cac chét didu tri c6
thé duge st dung khu trd, & vi tri ma cac té bao dich ¢6 mit, nghia 13 trong mé, co
quan hodc dich cu thé (vi dy, méau, dich nio tiy, khéiu, v.v.).

Sang ché con mo ta viée sir dung polypeptit SAP bién thé bit ky theo séng
ché dé san xuét thudc dung dé diéu tri hoic phong ngira rdi loan hoic tinh trang
bénh, nhu dwge md ta & ddy, & bénh nhan, vi dy, viéc st dung polypeptit SAP bién
thé dé san xuét thudc ding dé diéu tri hodc phong ngira bénh hoc tinh trang bénh
dugc mo ta & day.

Céc chét didu tri c6 thé dugce bao ché theo nhidu ché 6 st dung khéc nhau,
bao gém st dung qua dudng toan than va tai chd hodc khu tri. Cac k¥ thuét va
dang bao ché co thé thuong duge tim thdy trong tai liéu: Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PA. Pé su dung ngoai
duong ti€u hda, dang tiém dugc uvu tién, bao gbm tiém trong co, tiém trong tinh

mach, tiém trong mang bung va tiém duéi da. D& tiém, cac hop chét c6 thé dugc
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bao ché & dang dich 10ng, t8t hon 1a céc chit dém tuong hop dugc vé& mit sinh ly
nhv dung dich Hank hoiic dung dich Ringer. Ngoai ra, cic hop chit c6 thé dugc
bao ché & dang rén va duoc hoa tan hodc tao huyén phil ngay trude khi st dung.
Dang tiém ciing gdm ca cic dang déng khd nhanh. Theo mot sd phuong 4n, cac
chit didu tri co thé dugc sir dung cho té bao bang nhiéu phuong phéap khac nhau da
biét d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh virc nay bao gdbm, nhung khong
chi gi¢i han &, phuong phap bao nang trong liposom, bang cach dién di ion, hoic
béng cach gin vao cac chit din thudc khéc nhu hydrogel, xyclodextrin, nang nano
c6 thé thodi bién sinh hoc va vi ciu két dinh sinh hoc.

Pé sir dung qua duong miéng, dugc phém cothé & dang, vi dy, cac vién nén,
vién ngdm hinh thoi hogic vién nang dugc bao ché bing cac phuong phép thong
thuong véi cac td duge duge dung nhu céc chét két dinh (vi dy, tinh bot ngd tién
gelatin hoa, polyvinylpyrrolidon hodc hydroxypropyl metylxenluloza; cac chét don
(vi du, lactoza, xenluloza vi tinh thé hodc canxi hydro phosphat); céc chét 1am tron
(vi du, magie stearat, bot talc, silic oxit); cac chét phan ra (vi dy, tinh bdt khoai tay
hodc natri tinh bt glycolat) hodc cac chét 1am w6t (vi du, natri lauryl sulphat). Céc
vién nén c6 thé duge bao ngoai bang céc phwong phép di biét rd trong linh vuc
ndy. San phdm dang long d& st dung qua dudng miéng c6 thé & dang, vi dy, dung
dich, sird hodc huyén phi hodc ching c6 thé & dang san phim kho dé hoa tan véi
nude hodc chit din thude thich hop khéc trudce khi sir dung. Céc san phim dang
16ng nay c6 thé duge bao ché bang cic phuwong phap théng thuong véi cac chét phy
g{a duge dung nhu cc chit tao huyén phi (vi dy, sird sorbitol, din xuét xenluloza
hodc chit béo an dugc dugc hydro héa); cac chét nhii hoa (vi du, lexitin hodc gdm
acaxia), cac chét din thubc khong chira nude (vi du, diu hanh nhén, este dang dau,
ruou etylic hodc dau thuc vat dugc cét phén doan) va cac chét bao quan (vi duy,
metyl hodc propyl-p-hydroxybenzoat hodc axit sorbic). Cdc dang san phdm nay
cling co thé chira mudi dém, cac chit tao huong vi, tao mau va 1am ngot thich hop.
Dang san phdm dé str dung qua dudng miéng c6 thé dwgc bao ché thich hgp dé tao
ra sy giai phong c6 kiém soat clia hop chat c6 hoat tinh.

Pé sir dung bang cach xdng (vi du, cung cip qua duong phdi), cac chat diéu

tri c6 thé dugce cung cp theo cach thuan lgi duéi dang phun khi dung tir d6 chura
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dwoc gia 4p hodc may khi dung, c6 sir dung chit ddy thich hop, vi duy,
diclodiflometan, tricloflometan, diclotetrafloetan, cacbon dioxit hodc khi thich hgp
khéc. Trong truong hop khi dung dugc nén, don vi liéu diing c6 thé dwogc xac dinh
bing cach cung cdp mot van dé van chuyén luong xac dinh. Cac vién nang va vo
nang, vi du, gelatin, dé st dung trong thiét bi x6ng hodc bom khi c6 thé duge bao
ché d& chira hdn hop bot ctia hop chét va chit nén dang bot thich hop, nhur lactoza
hodc tinh bot.

Trong cac phwong phap theo sang ché, dugc phim ciing c6 thé dugc ding
qua dudng trong miii hodc trong phé quan bao gdm dang bom khi, bt va khi dung
(vi du vé& dang hit steroit, xem tai liéu: Rohatagi (1995) J. Clin. Pharmacology.
35:1187-1193; Tjwa (1995) Ann. Allergy Asthma Immunol. 75:107-111). Vi dy,
céc dang khi dung c6 thé duge dua vao trong chét ddy chip nhan dugc da nén, nhu
diclodiflometan, propan, nito va cac khi twong tu. Chung ciing c6 thé dugc bao ché
dudi dang dugc phim & dang khong nén nhu trong trong méy khi dung hodc may
phun mu. Thong thuong, viéc sit dung nhu viy 1a trong chit dém chtra nudce chép
nhan dugc vé mat dugce 1y.

Céc duge phim thich hop dé giai phong qua dudng ho hép (vi dy, trong miii,
x0ng, v.v.) chtra cdc polypeptit SAP bién thé c6 thé duoc bao ché & ca dang rin
hodc long.

Polypeptit SAP theo sang ché c6 thé dugc bao ché d& sir dung ngoai duong
tiéu hoa bing céach tiém, vi dy, bng cach tiém liéu 16n hodc tiém truyén lién tuc.
Céc dang dung dé tiém c6 thé dugc bao ché & dang lidu dung don vi, vi dy, trong
céc ampun hodc d chira da liéu, cling véi chét bao quéan bd sung. Céc hdn hop nay
c6 thé & dang nhu huyén phi, dung dich ho#ic nhii twong trong céc chét din thube
dang dau hodc chita nudc va ¢ thé chira cac chit bao ché nhu chét tao huyén phu,
chét 8n dinh va/hogic chit phan tan. Theo cach khac, thanh phan c¢6 hoat tinh c6 thé
& dang bot d& két hop v6i chit dn thudc thich hop, vi dy, nuéc khong chira chit
gdy st vo khuan, truée khi sir dung.

Ngoai ra, polypeptit SAP theo sang ché ciing c¢6 thé dugc bao ché duéi dang
thudc tac dung cham. Dang bao ché c6 tac dung kéo dai ndy c6 thé dugc sir dung

bing cach cy (vi du, dudi da hoic trong co) hodc bang céch tiém trong co. Vi thé,
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vi du, cac chét diéu tri c¢6 thé dugc bao ché vé6i cac chét ky nude hodc polyme thich
hop (vi du, nhil twong trong dau chép nhén duoc) hodc cac nhya trao dbi ion hodc
dudi dang céc din xuét it tan, vi du nhu mudi it tan. Dang bao ché giai phong c6
kiém soét ciing bao gdm dang miéng dén.

Theo mét sé phwong 4n, cac hop chit duge mé ta & day c6 thé duge bao ché
dé giai phong téi hé than kinh trung wong (central nervous system: CNS) (xem tai
li¢u: Begley, Pharmacology & Therapeutics 104: 29-45 (2004)). Cac phuwong phéap
thong thudng dé cung clp dugc chit toi CNS bao gdm: cac phuong phap phiu
thuat than kinh (vi du, tiém trong nfo hoic tiém truyén trong ndo that); xir Iy phén
tir cia chét (vi du, tao ra protein dung hop thé kham chira peptit van chuyén c6 ai
lwc v6i phéan tir bé mit t& bao ndi mé két hop véi mot chit ma ban than n6 khong c6
kha ning vuot qua hang rao mau ndo khi nd lyc khai thac mdt trong sé cic con
duong van chuyén ndi sinh ctia hang rao méau nio); cac phwong thire duge 1y dugc
thiét k& dé 1am ting do tan trong lipit cia mot chét (vi dy, su lién hop cua chét tan
trong nudc voi chét mang lipit hodc cholesterol); va sy pha v& tam thoi tinh toan
ven ciia BBB boi sy phéd v tang thdm thdu (do sy dung hop ciia dung dich manitol
vao dong mach canh hoic viéc sir dung chét c6 hoat tinh sinh hoc nhu peptit

angiotensin).

Theo mdt s6 phuwong 4n, polypeptit SAP theo sang ché dugc két hop vao
dang san phim ding khu tri chira chit mang ding qua dwdng khu trd thuong 13
thich hop véi viée sir dung dwoc chét qua dudong khu tri va chira chét nhu vay bét
ky da biét trong linh vuc ndy. Chit mang ding qua dudng khu trii c6 thé duge chon
sao cho tao cho ché phém & dang mong mubn, vi du, dudi dang thubc ma, thude
xtrc, kem, vi nhil twong, gel, dau, dung dich hodc céc dang tuong ty va c thé chua
chét c6 trong ty nhién hodc c6 ngudn gdc téng hop. Tt hon, néu chit mang duge
chon khong gy anh hudng bét loi dén chét c6 hoat tinh hodc cac thanh phén khac
clia dang san phdm dung khu tri. Vi du v& cdc chit mang ding qua dudng khu tra
thich hop dé sir dung & day bao gdbm nuéc, rugu va cac dung méi hitu co khong doc
khéc, glyxerin, dau khoang, silicon, vazolin, lanolin, axit béo, dau thyc vat,

paraben, sap va cac chét twong tu.
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Dugc phidm (bao gdm ca dang m§ phdm) c6 thé chira mot hoic nhidu
polypeptit SAP bién thé duoc md ta & ddy véi lugng ndm trong khoang tir 0,00001
dén 100% nhu tir 0,001 dén 10% hoic tir 0,1% dén 5% trong lugng. Trong mot sb
dang san phém ding khu tra, chét ¢ hoat tinh c6 mit mot lwgng nim trong khodng
tir 0,25% trong lwong dén 75% trong luong cta dang san phdm nay, t6t hon 14 nim
trong khoang tir 0,25% trong luong dén 30% trong lwong ctia dang san phim nay,
t6t hon nira 12 ndm trong khoang tir 0,5% trong lwong dén 15% trong lugng cua
dang san phdm nay va tét nhét 13 nim trong khoang tir 1,0% trong lugng dén 10%

trong lwong clia ciia dang san phim nay.

Céc tinh trang bénh v& mit c6 thé dugc diéu trj hoic phong ngira, vi dy,
bing cach tiém chét diéu tri qua dudng toan than, dudng khu trd, trong mit hoic
bing cach dwa dung cu giai phong duy tri vao dé giai phong chit diéu trj. Polypeptit
SAP theo sang ché c6 thé dugc giai phong trong chét dan thude ding cho mit dugc
dung nhu céc hop chét duoc duy tri tiép xtc v6i bé mat nhin ciu trong khoang thoi
gian di dé cho phép hop chét nay thim qua gidc mac va cac ving trong mét, vi dy
nhu tién phong mét, két mac, hau phong mét, dich thay tinh, thiy dich, thay tinh
dich, gidc mac, méng mét/léng mi, thé thdy tinh, mang mach/véng mac va cung
mac. Chét dan thudc dung cho mét duoc dung cé thé 13, vi dy, thubc md, dau thyuc
vat hodc chét bao nang. Theo céch khéc, cac hop chit c6 thé dugc tiém truc tiép
vao thiy tinh dich hogc thily dich. Theo phwong 4n khéc, cac hop chit c6 thé dugc
sir dung qua dudng toan than, nhw bing tiém hodc truyén qua dudng trong tinh

mach, dé diéu tri bénh v€ mat.

Céc chit diéu tri dwoc md ta & ddy co6 thé dugc bao quan trong moi truong

khong c6 oxy theo cdc phuong phap trong linh vyc nay.

Cac dugc phém lam vi dy chira polypeptit SAP cung véi mot hodc nhiéu
chit mang dugc dung va, tity ¥, cdc thanh phin didu tri khac. (Céc) chit mang nay
phai 1a "chit duoc dung" voi y nghia 12 c6 thé twong hop véi céc thanh phin khac
cia dugc phim va khong gdy ra tac dung c6 hai khong chdp nhén dugc & dbi
tuong. Cac chit mang nay duge md ta & ddy hodc da dugc biét rd theo cach khéc

v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vye dugc 1y hoc. Theo mdt sd phuong
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an, cac dugc phim khong chira cht gy st va thich hop dé str dung cho bénh nhan
1a ngudi. Theo mot sb phuong 4n, cac dugc phdm nay khong chira chit gay kich
thich va thich hop dé str dung cho bénh nhén 13 ngudi. Theo mdt sé phwong én, cac
dugc phdm khong chira di tmg nguyén va thich hop dé sir dung cho bénh nhén 13
ngudi. Cac duge phim c6 thé duge bao ché bing phwong phéap bét ky trong sb cac

phwong phap da biét trong linh vic duge phim.

Theo mét s& phwong 4n, polypeptit SAP duoc sir dung & dang gidi phong
theo thoi gian, vi duy, trong ché phdm chira polyme gidi phéng cham. Polypeptit
SAP c6 thé dugc bao ché vdi cac chit mang dé s& bao vé nd chéng lai sy giai
phong nhanh. Cac vi du bao gdm t4 dugc giai phong c6 kiém soat, nhu polyme, hé
giai phong dwgc bao vi nang hodic gel gin két sinh hoc. Theo cach khéc, su giai
phong kéo dai cua polypeptit SAP c6 thé dat dwoc bing cich dua cac chét lam

cham hép thu, vi dy, nhém monostearat hydrogel va gelatin vao ché pham.

Céc phwong phap d& giai phong hop chét axit nucleic 1a da biét trong linh
vuc nay (vi duy, xem tai liu: Akhtar et al, 1992, Trends Cell Bio., 2, 139; va
Delivery Strategies for Antisense Oligonucleotide Therapeutics, ed. Akhtar, 1995;
Sullivan et al., Cong bd don qudc té s6 WO 94/02595). Céac phuong phap nay c6
thd duge sir dung dé giai phong hop chit axit nucleic gin nhw bat ky. Cac hop chét
axit nucleic c6 thé duge sir dung cho cac té bao bing nhidu phurong phap khac nhau
da biét dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc ndy bao gdm, nhung
khong chi gidi han &, phuong phap bao nang trong liposom, li¢u phép ion héa, hodc
bing cach két hop vio cac chét dan thubc khac nhu hydrogel, xyclodextrin, nang
nano c6 thé thoai bién sinh hoc va vi cdu gin két sinh hoc. Theo cach khic, t6 hop
axit nucleic/cht din thudc dugc giai phong qua dudng khu tri bang cach tiém truc
tiép hodc bing cach sir dung bom tiém truyén. Cac dudng gidi phéng khic bao
gbm, nhung khong chi giéi han &, su gidi phéng qua dudng miéng (dang vién nén
hodc vién tron) va/hodc qua dudong trong mang ndo tuy (Gold, 1997, Neuroscience,
76, 1153-1158). Cac phwong phap khac gdm st dung cac hé chit mang va van
chuyén khac nhau, vi dy, bing cich st dung céc thé lién hop va polyme c6 thé

thoi bién sinh hoc. P& danh gi4 toan dién v& cac phwong phap giai phong dugc
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chét, xem tai liéu: Ho et al., 1999, Curr. Opin. Mol. Ther., 1, 336-343 va Jain, Drug
Delivery Systems: Technologies and Commercial Opportunities, Decision
Resources, 1998 va Groothuis ef al., 1997, J. NeuroVirol., 3, 387-400. Phin mé ta
chi tiét hon vé cach st dung va giai phong axit nucleic dwoc thé hién trong tai lidu:
Sullivan et al., trén ddy, Draper et al., Cong bd don qubc té s6 W093/23569,
Beigelman et al., Cong bd don qubc té s6 W099/05094, va Klimuk et al., Cong bd
don qubc té s6 W099/04819.

Céc vi du sau day ding d& mé ta ddy da hon cach sir dung giai phap theo
sang ché da mé ta trén ddy, ciing nhu dé dwa ra cach thirc tbt nhit duge dy dinh dé
tién hanh céc khia canh khéac nhau ctia sang ché. Can hiéu ring cac vi du nay khong
nhim giéi han pham vi thyc sy cia sang ché ma dtng hon 13 dwoc thé hién nhim

muc dich minh hoa.

Vi du thyec hién sing ché

Vi du 1: SAP téi td hop c6 hiéu qua cao hon so v6i SAP thu duoc tir huyét

thanh cia ngudi.

SAP cua nguoi tai tb hop dugc phén lap tir té bao CHO (rhSAP) va SAP thu
dugc tir huyét thanh ctia ngudi (hSAP) duoc thir nghiém vé hoat tinh sinh hoc béng
céch sir dung thir nghiém sinh hoc in vitro. Trong thir nghiém nay, té bao don nhén
mau ngoai vi (Peripheral Blood Mononuclear Cell: PBMC) giau bach ciu don nhén
to duge i véi ndng d9 khac nhau ciia rhSAP va hSAP trong 96 gid. Sau qué trinh &
nay, céc dich ndi bé mat nudi céy tao thanh duoc loai bd va thir nghiém bing thir
nghiém ELISA dé dinh lwong luwong chemokin c6 ngudn gbc dai thuc bao
(Macrophage Derived Chemokine: MDC) dugc tao ra. MDC duge tao boi céc té
bao soi va do d6 1a ddu hiéu cta sy biét héa bach cdu don nhén to thanh té bao soi.
Bing céch so sanh ndng do e ché 50% (ICso) ctia mAu v6i chit chuén tham chiéu
hSAP, c6 thé x4c dinh dugc hidu qua tuong dbi cia bién thé glyco SAP. Két qua
nay dugc thé hién dudi dang ty 18 ICsy clia mau so véi chét chudn tham chiéu
hSAP.

T4t ca cac miu SAP va chét chudn dugc pha lodng ban diu téi ndng do
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1,0mg/ml trong mdi truong FibroLife bd sung. Cac chit chudn SAP dugc pha lodng
theo day dé taora néng dd chét chuén xir ly béng 60, 30, 20, 13,4, 8,8, 6,0, 3,0, 1,5,
va 0,75 pg/ml (ndng do chit chuin cudi bing 30, 15, 10, 6,7, 4,4, 3,0. 1,5, 0,75 va
0,375 pg/ml). Xem bang 1 dudi day.

Nong d6 chit chuén Thé tich mdi trudng
rhSAP xu ly Thé tich chit chuin FibroLife bb sung
(ng/ml)
60 60 (Img/ml) 940
30 600 (60 pg/ml) 600
20 800 (30 pg/ml chat chuén) 400
13,4 800 (20 pg/ml chit chuén) 400
8,8 800 (13,4 pg/ml chat chuén) 400
6,0 800 (8,8 pg/ml chét chuén) 400
3,0 600 (6,0 pg/ml chat chuan) 600
1,5 600 (3,0 pg/ml chat chuan) 600
0,75 600 (1,5 pg/ml chét chuan) 600

Pé chudn bi cho thir nghiém ELISA, khang thé bit gitr (vi du, khang thé cia
chudt khang MDC clia ngudi) duge pha lodng t6i ndng d6 xir Iy trong PBS ma
khong c6 protein thé mang. Khang thé bat giir da pha lodng duoc st dung d& phu
cac dia c6 96 15 va sau d6 mdi 16 duoc bit kin va i qua dém & nhiét do trong phong.
Tru6ce khi sir dung céc dia da phi, mbi 18 duge hit va rira bang dung dich dém rira,
13p lai qué trinh nay hai 14n trong téng cdng ba 1an rira. Tiép theo, cic dia dugc
phong bé bing cach cho thém 300 pl chit pha loang chit phan tng vao mdi 18 va u
& nhiét d6 trong phong trong mot gior. Sau khi @, 13p lai qud trinh hit va rira céc 13.

Péi vai thir nghiém ELISA, 100p] miu cia ca cac dich ndi bé mat tir moi
truong nudi céy bach ciu don nhan to/té bao soi hodc chit chudn SAP dugc cho
thém vao mdi 1. Sau d6, dia nay dugc U & nhiét d6 trong phdng trong hai gid trude
khi hut va rira cac 15. Tiép d6, bd sung 100ul dung dich pha loang xir ly
Streptavidin-HRP vao mdi 15. Pia nay dugc 1 trong 20 phit & nhiét d6 trong phong
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trede khi cho thém 50ul dung dich 1am ngimg phéan ing vao méi 18. Ngay lap tirc,
mat d9 quang hoc ctia mdi 16 dwgc xac dinh bang cach st dung dau doc vi dia duge
thiét 13p tai budc song 450nm. Néu c6 sy hiéu chinh budc song, déu doc vi dia
duge dit & bude séng 540nm hodc 570nm. Néu khoéng c6 sy hi¢u chinh budc song
thi cac két qua doc dugc & budce séng 540nm hozc 570nm dugc trir di két qua doc
dugc & bude séng 450nm. Phép trir nay hiéu chinh sai sé vé mat quang hoc trén
dia.

Ca RHSAP va hSAP ddu duoc thir nghiém vé hoat tinh sinh hoc bing céch
stt dung thir nghiém nay (Fig.1). Tinh trung binh, RHSAP c6 hoat tinh cao gip 3,4

14n so v&i hoat tinh ctia hSAP (gi4 trj trung binh ciia 7 thir nghiém doc lap).

Vi du 2: Cai bién céu tric glycan SAP

Bing céach sir dung céc k¥ thuat md hinh héa glyco in vitro, céc gbe glycan
trén mau SAP cia ngudi tai td hop (recombinant human SAP: rthSAP) dugc cai
bién dé thay thé gbc axit sialic c6 lién két 02,3 tin cling bing gbc axit sialic c6 lién
két 02,6 (Fig.2, A va B). Tuong tu, miu SAP thu dugc tir huyét thanh cua nguoi
(human serum-derived SAP: hSAP) ciing dugc cai bién dé thay gbc axit sialic co
lién két 02,6 tan ciing bing gdc axit sialic c6 lién két 02,3 (Fig.2, C va D). Ngoai
ra, do thSAP dugc phan lap tu té bao CHO-S chi sialyl hdéa mdt phén, mau rhSAP
duoce xtr Iy dé sialyl hoa hoan toan cdu tric glycan dwgc gin vao bing gbe axit
sialic c6 lién két a2,3 (Fig.2, EvaF).

Ca rhSAP va hSAP (Calbiochem Cat#970549) déu dugc xir Iy bing
a2,3,6,8,9-sialidaza (Sigma Cat #N8271) dé desialyl héa hoan toan céc polypeptit.
Sau khi xir ly bang sialidaza trong 17 gid, rhSAP va hSAP da dugc desialyl hoa
(nghia 13 asialo) dwgc tinh ché bang cach sir dung phuong phap sic ky &i lyc
phosphoetanolamin (PE) va loai trir theo kich c& (loai Sephadex 200 diéu ché). Sau
d6, polypeptit SAP asialo di tinh ché dwogc xir ly bing enzym bing céach st dung
02,3- hodc a2,6-sialyltransferaza (Calbiochem Cat #566223) v&i su ¢6 mit cua axit
CMP-sialic (Calbiochem Cat #233264) trong 17 gid & nhiét d¢ 37°C. Bang dudi

day thé hién chi tiét vé mbi hdn hop phan tng.
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Phan &ng asialo rhSAP

(Asialo rhSAP Reactions: Rxns)

XU ly bang a2,3 sialyltransferaza (ST3Gal3)

théng s6 donvi |gia tri
[asialo rhSAP] stk mg/ml 10,8
asialo rhSAP MW g/mol 116293
Dung dich abc [asialo rhSAP ] stk uM 93
chtvagch'ét pghén max [Galactoza] UM 929
(rng rhSAP [ST3Gal3] stk mg/ml 0,9
ST3Gal3 ’ ST3Gal3 MW g/mol 84000
[ST3Gal3] stk uM 10,7
[CMP-SA] stk mg/ml 25
CMP-SA MW g/mol 658,4
[CMP-SA] stk mM 38
ul asialo rhSAP trong rxn i 260
ul ST3Gal3 trong rxn ul 50
ul CMP-SA trong rxn ul 75
thé tich rxn chat dém
(10mM HEPES/150 mM NaCl, ul 615
dd pH = 8)
tot rxn vol ul 1000
[asialo rhSAP] rxn uM 24 1
max [Galactoza] uM 241
[SAP] rxn mg/ml 2,8
[ST3Gal3] rxn uM 0,5357
[ST3Gal3] rxn mg/ml 0,045
3 . [CMP-SA] rxn mM 2,85
nong dé rxn 18 khdi
asialo rhSAP:ST3 lwong 62
asialo rhSAP:ST3 ty 1& mol 45
CMP-SA:ST3 ty 1&é mol 5316
CMP-SA:asialo rhSAP ty 1é mol 118
CMP-SA:Galactoza ty 1&é mol 11,8
X ly bang a2,6 sialyltransferaza (ST6 Rxn)
théng sd donvi |giatr
[asialo rhSAP] stk mg/mi 10,8
asialo rhSAP MW g/mol 116293
Dung dich géc [asialo rhSAP] stk uM 93
chira chit phan max [Galactoza] uM 929
&ng thSAP, ST6 [ST6] stk mg/ml 0,205
’ ST6 MW g/mol 42000
[ST6] stk uM 4,9
[CMP-SA] stk mg/ml 25

-56-




22184

CMP-SA MW g/mol 658,4
[CMP-SA] stk mM 38
pl asialo rhSAP 1 trong rxn pi 260
pl ST6 trong rxn ul 30
pl CMP-SA trong rxn ul 75
thé tich rxn dém
(10mM HEPES/150 mM NaCl, ul 635
pH 8)
tot rxn vol pl 1000
[asialo rhSAP] rxn UM 241
max [Galactoza] UM 241
[asialo rhSAP] rxn mg/ml 2,8
[ST6] rxn UM 0,146
[ST6] rxn mg/ml 0,006
A o [CMP-SA] rxn mM 2,85
nong dé rxn 16 khoi
asialo rhSAP:ST6 lwong 457
asialo rhSAP:ST6 ty 1& mol 165
CMP-SA:ST6 ty 1& mol 19448
CMP-SA:asialo rhSAP ty 1& mol 118
CMP-SA:Galactoza ty 1& mol 11,8
Asialo hSAP Rxns
X ly bang a2,3 sialyltransferaza (ST3Gal3)
théng s donvi |giatr
[asialo hSAP] stk mg/ml 5,6
SAP MW g/mol 116293
D dich qé [asialo hSAP] stk UM 48
ung dieh goc - "ryax [Galactoza] UM 482
chtra chat phan a3 a3 stk mg/ml 0,9
trng hSAP, [ g ’
ST3Gal3 ST3Gal3 MW g/mol 84000
[ST3Gal3] stk uM 10,7
[CMP-SA] stk mg/ml 25
CMP-SA MW g/mol 658,4
[CMP-SA] stk mM 38
pl asialo hSAP trong rxn ul 500
pl ST3Gal3 trong rxn ull 50
thé tich rxn ul CMP-SA tropg rxn ul 75
chat dém
(10mM HEPES/150 mM NaCl, M 375
dé pH = 8)
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tot rxn vol i 1000
[asialo hSAP] rxn uM 24 1
max [Galactoza] uM 241
[asialo hSAP] rxn mg/ml 2,8
[ST3Gal3] rxn UM 0,54
[ST3Gal3] rxn mg/ml 0,045
3 A [CMP-SA] rxn mM 2,85
nong dé rxn 18 Kh&i
asialo hSAP:ST3 lwong 62
asialo hSAP:ST3 ty |& mol 45
CMP-SA.ST3 ty 1& mol 5316
CMP-SA:asialo hSAP ty 1& mol 118
CMP-SA:Galactoza ty 1& mol 11,8
X ly bang 02,6 sialyltransferaza (ST6 Rxn)

théng s donvi |giatri
[asialo hSAP] stk mg/ml 5,6
asialo hSAP MW g/mol 116293
[asialo hSAP] stk UM 48
Dung dich gbc | max [Galactoza] uM 482
chtra chat phan | [ST6] stk mg/ml 0,205
trng hSAP, ST6 | ST6 MW g/mol 42000
[ST6] stk UM 49
[CMP-SA] stk mg/ml 25
CMP-SA MW g/mol 658,4
[CMP-SA] stk mM 38
ul asialo hSAP trong rxn pl 500
pl ST6 trong rxn ul 30
thé tich rxn ul CMP-SA tropg xn ! 75

chat dém
(10mM HEPES/150 mM NaCl, M 395
dd pH = 8)
tot rxn vol ul 1000
[asialo hSAP] rxn uM 24 1
max [Galactoza] uM 241
[asialo hSAP] rxn mg/ml 2,8
[ST6] rxn UM 0,146
néng do rxn [ST6] rxn mg/ml 0,006
[CMP-SA] rxn mM 2,85
ty 1& khoi

asialo hSAP:ST6 lwong 455
asialo hSAP:ST6 ty 1& mol 164
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CMP-SA:ST6 ty 1& mol 19448
CMP-SA:asialo hSAP ty 1& mol 118
CMP-SA:Galactoza ty 1& mol 11,8

Trong mdt phan tng riéng biét, su sialyl héa hoan toan ctia rhSAP bing cich

st dung o2,3-sialyltransferaza khong c6 budc desialyl hoa phan tir trude tién dugc

thuc hién ¢ nhié€t d¢ 37°C trong 17 gid theo bang sau.

X& ly bang a2,3 sialyltransferaza (ST3Gal3)

thong s donvi |gia tri
[rhSAP] stk mg/mi 19,0
rhSAP MW g/mol 116293
[rhSAP] stk uM 163
dung dich géc | max [Galactoza] uM 1634
chira chat phan | [ST3Gal3] stk mg/ml 0,9
ng rhSAP ST3Gal3 MW g/mol 84000
ST3Gal3 [ST3Gal3] stk uM 10,7
[CMP-SA] stk mg/ml 25
CMP-SA MW g/mol 658,4
[CMP-SA] stk mM 38
ul rhSAP trong rxn ul 500
ul ST3Gal3 trong rxn ul 50
ul CMP-SA trong rxn ul 100

thé tich rxn chat dém
(10mM HEPES/150 mM NaCl, ul 350
dé pH = 8)
tot rxn vol i 1000
[rhSAP] rxn UM 81,7
max [Galactoza] UM 817
[rhSAP] rxn mg/ml| 9,5
[ST3Gal3] rxn uM 0,54
[ST3Gal3] rxn mg/ml 0,045
ndng dé rxn [CMP-SA] rxn mM 3,80
' ty 1& khoi

BTA-02-17:ST3 lwong 211
BTA-02-17.ST3 ty |&€ mol 152
CMP-SA:ST3 ty 1& mol 7088
CMP-SA:BTA-02-17 ty 1&€ mol 46
CMP-SA:Galactoza ty 1&é mol 46
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Sau khi xir Iy sialyl hoa, ca bién thé rhSAP va hSAP d sialyl héa dugc tinh
ché bing cach sir dung phuong phap sic ky 4i luc PE, sau d6 thdm tach vao 10mM
NaPi/5% sorbitol, d6 pH = 7,5 (chét dém P5S). Viéc khing dinh lién két axit sialic
mong mudn (nghia 13 hSAP c6 lién két 02,3 va RHSAP c¢6 lién két a2,6) dugc thuc
hién bang cach st dung ca phuong phap sic ky 16ng khéi phd (Fig.2; A, C vaE) va
phwong phép séc ky 16ng hiéu ning cao trao ddi anion (Fig.2, B, D va F) khi xir ly
bién thé glyco polypeptit SAP bing o 2,3 sialidaza (Calbiochem Cat#480706) &
nhiét d¢ 37°C trong 24 gio.

Vi du 3: thit nghi€ém sinh hoc in vitro dé xac dinh hiéu qua uc ché su biét
hoéa ctia bach cu don nhén to thanh té bao s¢i ciia bién thé glyco SAP.

thSAP va hSAP da tai md hinh hoa glyco duoc thir nghiém vé hoat tinh sinh
hoc bang cach sir dung thir nghiém sinh hoc in vitro gidng nhu trong vi du 1. Tém
lai, c4c té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) giau bach cdu don nhan to dugc G
v6i cac ndng d6 khac nhau cia polypeptit SAP trong 96 gid. Sau khi 1, cac dich ndi
bé& mat nudi céy tao thanh dugc loai bd va phén tich b%mg thir nghiém ELISA dé
dinh luong lvgng Chemokin c6 ngudn gdc dai thuc bao (MDC) dugc tao ra. Két
qua dugc thé hién dudi dang gia tri ICsy ctia mau so véi chit chudn tham chiéu
hSAP va v& db thi dudi dang hoat tinh twong dbi (hoat tinh trong dbi cia hSAP=1).
T4t ca cac chit thir nghiém chira lién két axit sialic 12,3 déu > 2,4 14n so véi hSAP
(Fig.3). Hon hop ddng déu cia din xudt axit sialic ¢6 lién két a2,3- va 12,6 cia
SAP thé hién mirc hoat tinh trung binh gitta SAP c¢ lién két 02,6 100% va co lién
két a2,3 100% nhu du doan (hai cOt ngoai ciing bén phai trén Fig.3).

Mot phuong phép khac dé dinh lugng mirc do biét héa té bao s¢i bao gdm
budc dém truc tiép s lwong té bao soi dugc tao ra sau khi bach cau don nhén to
dwoc @ v6i chét tre ché té bao soi (vi du, SAP hodc bién thé cua né) hodc chit hoat
héa (vi du, M-CSF). Trong mdt thir nghi€ém, bach ciu don nhan to dugc tinh ché tir
PBMC c6 nguén géc tr mau toan phﬁn bﬁng cach sir dung tiéu chuén Iya chon hat
tr tinh 4m trong linh vuc (vi dy, CAT# 113-41D, Invitrogen, Carlsbad, CA) va
dugc nudi cdy trong dia nudi ciy mé ¢ 96 16 chira moi truong FibroLife dugc bd

sung M-CSF 25 ng/ml hodc 50 ng/ml ba ln. Pia ndy dwgc @ trong 96 giyr & nhiét
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d6 37°C trong ta ép chta 5% CO,. Sau d6, t& bao dugc cb dinh bing
paraformaldehyt va nhuém bing thudc nhudm Hema 3 (Cat # 122-911, Hema 3
Stain, Fisher Scientific, Hampton, NH). S5 luong té bao s¢i trong mbi 15 duge xéac
dinh bing cach cong téng sb lwong trong ndm phin khéac nhau trong mdi 15 bing
céch st dung kinh hién vi soi nguge. Céc té bao soi dugc xdc dinh hinh thai hoc
dudi dang cac t& bao bam dinh c6 dang thé thoi kéo dai va sy c6 mit cia nhan hinh
ovan. S liéu cho thdy ring ci4 M-CSF 25 ng/ml va 50 ng/ml déu du d& 1am ting sb
lwong té bao soi biét héa tir bach cdu don nhén to bing khoang ~50% trong thé cho
nay (Fig.4). Cac thir nghiém tiép theo sir dung mdi trudmg FibroLife dugc bd sung
M-CSF 25ng/ml, néu cin va dugc xac dinh duéi day.

Mbi truong Fibrolife: (Cat # LM-0001, Lifeline Cell Technology,
Walkersville, MD) dugc bd sung HEPES 10mM (Cat # H0887, Sigma-Aldrich), 1
X axit amin khong thiét yéu (Cat # M7145, Sigma-Aldrich,), natri pyruvat ImM
(Cat # S8636, Sigma-Aldrich), glutamin 2mM (Cat # 25030-149, Invitrogen),
penicillin 100 U/ml va streptomycin 100 ug/ml (Cat # P0781, Sigma-Aldrich) va
ITS-3 (Cat # 12771, albumin huyét thanh b0 500 ug/ml, insulin 10 ug/ml,
transferrin 5 ug/ml, natri selenit 5 ng/ml, axit linoleic 5 ug/ml va axit oleic 5 ug/ml;
Sigma-Aldrich).

Theo mét thir nghiém bd sung, PBMC hoic bach ciu don nhén to duogc tinh
ché tir mau toan phan va dugc nudi cdy trong moi trudng FibroLife dugc bd sung
céc luong khac nhau ciia SAP ba 1an (nhu d3 md ta trén ddy). Pia nay duge U trong
96 gid & nhiét d6 37°C trong ti 4p chira 5% CO,. Sau d6, cac té bao dugc cb dinh
bing paraformaldehyt va nhudém bing thudc nhuém Hema 3 (Cat # 122-911, Hema
3 Stain, Fisher Scientific, Hampton, NH). Sb lwong té bao s¢i trong mbi 15 duoc
xé4c dinh bang cach cong téng s6 lwong clia nim phin khéc nhau trong mdi 16 bing
cach sir dung kinh hién vi soi nguoc. N(“)ng d6 SAP tdi thiu cin thiét dé tao ra muc
d6 tc ché ti da sy biét hoa té bao soi trong hé nay dugc xéc dinh 1a 2ug/ml (Fig.5).

S6 luong té bao soi giam di khi ting ndng d6 SAP & tét ca cac thé cho.

-61-



22184

Tai liéu tham khao

T4t ca cac tai lidu cong bd va tai liéu sang ché dugc dé cap & day dugc dua
vao ddy dé tham khao toan bd nodi dung ciia chiing nhuw khi mdi tai liéu cong bb va
tai liu sang ché ndy dugc chira cu thé va riéng r& 1a dugc dua vao dé tham khao.

Trong khi cac phuong an cu thé cua dbi tugng dd dugc ban ludn, ban md ta
trén ddy chi 12 minh hoa va khong 1am gi6i han. Nhidu phwong 4n s& tré nén rd rang
v6i ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc nay khi xem ban mo ta nay va céc
diém yéu cu bao ho duogc liét ké dudi day. Pham vi ddy da cta sang ché cn dugc
x4c dinh dwa vao cac diém yéu ciu bao hd ciing véi pham vi ddy du clia cac phuong

an tuong duong, va ban md ta cung véi cac phuong 4n nay.
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YEU CAU BAO HQ

. Protein tinh bt huyét thanh P (Serum Amyloid P: SAP) cila ngudi téi t& hop da
glycosyl héa chtta chudi oligosacarit dugc lién két véi N, trong d6 tit ca cac
nhanh d3 sialyl hoa ctia chudi oligosacarit két thic bing cac gbc axit sialic c6
lién két 02,3, trong d6 chudi oligosacarit dwgc lién két voi N khong chira cac gbe
axit sialic c6 lién két 02,6, trong do protein chira polypeptit c6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:1, va trong d6 protein nay trc ché sy biét hoa clia bach cau don nhén

to thanh té bao soi in vitro.

. Protein theo diém 1, trong d6 chudi oligosacarit dugc lién két v6i N chira nhan
pentasacarit Man[(a1,6-)-(Man(a1,3)]-Man(B1,4)-GlcNAc(B1,4)-
GlcNACc(B1,N)-Asn.

. Protein theo diém 1 hoic 2, trong d6 chudi oligosacarit chira it nhit mot nhanh

¢6 chu tric NeuNAc203Galp4GIcNAcB2Manosb.

. Protein theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 3, trong d6 protein nay chira
mdt hodc nhiéu gdc axit amin cai bién duge chon tir: axit amin PEGyl héa, axit
amin prenyl héa, axit amin axetyl hoa, axit amin biotinyl hda va/hodc axit amin

lién hop véi chat dan xuit hoa hitu co.

. Protein theo diém bét ky trong s& céc diém tir 1 dén 4, trong d6 protein nay co
néng d6 IC50 d& trc ché sy biét hoéa cia bach ciu don nhén to thanh cac té bao
soi in vitro thp hon mét nira so véi gi tri nay ciia miu SAP kiéu dai tuong Gng

dugc phan 14p tir huyét thanh cia ngudi.

. Dugc phadm thich hop dé st dung cho dong vét ¢6 vii chira protein theo didm bt

ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5 va chit mang dugc dung.

. Phuong phap tao ra protein SAP ciia ngudi tai t hop chira chudi oligosacarit
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duge lién két voi N, trong d6 tit ca cdc nhanh da sialyl héa ctia chudi

oligosacarit két thic bing céc gdc axit sialic c6 lién két 02,3, va trong d6 chudi

oligosacarit dugc lién két véi N khong chira cac gbe axit sialic c6 lién két 12,6,

phwong phép nay bao gdm cac budc:

i) biéu hién tai t6 hop polypeptit SAP clia ngudi trong té bao budng trimg chudt
ddng Trung Québc (Chinese Hamster Ovary: CHO), trong d6 polypeptit nay
chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:1; va

ii) phan 1ap protein SAP clia ngudi tir té bao nay.

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 protein SAP ctia ngudi dugc phéan l4p c6
n‘6ng d6 IC50 dé trc ché sy biét hoa ciia bach ciu don nhan to thanh té bao soi in
vitro thap hon mdt nira so véi gia tri ndy cia miu SAP kiéu dai twong tmg dugc

phan 1ap tir huyét thanh cia ngudi.

9. Phwong phép tao ra protein SAP t4i t& hop chira chudi oligosacarit dugc lién két
vé6i N, phuong phap nay bao gdm céc budc:
i) cung cAp protein SAP tai tb hop chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:1, va
ii) bién dbi bang phuong phap enzym hoic hoa hoc protein SAP t4i td hop dé tao
ra protein SAP dugc glycosyl hoa chira oligosacarit dugc lién két véi N, trong
d6 tAt c cdc nhanh da sialyl hoa clia chudi oligosacarit két thuc bing cac gbc
axit sialic ¢6 lién két 02,3, va trong d6 chudi oligosacarit dugc lién két v6i N

khéng chira gbc axit sialic c6 lién két a2,6.

10. Phuong phép theo diém 9, trong d6 protein ndy c6 ndng dd IC50 @& trc ché sy
biét hoa cuia bach cdu don nhén to thanh t& bao soi in vitro thép hon mdt n\ra so
v6i gid tri ndy clia miu SAP kiéu dai twong tng dugc phan 14p tir huyét thanh

cla nguoi.
11. Protein SAP clia ngudi chira chudi oligosacarit dugc lién két véi N, trong d6 tat

c& c4c nhdnh d4 sialyl hoa clia chudi oligosacarit két thiic bang cic gbc axit

sialic c6 lién két 02,3, va trong d6 chudi oligosacarit dugc lién két voi N nay
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khong chira cac gbc axit sialic c6 lién két 02,6, duge tao ra bdi quy trinh bao

gbm céc budc:

i) biéu hién tai t6 hop polypeptit SAP ciia ngudi trong té bao CHO, trong d6
polypeptit nay chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:1; va

ii) phén 13p protein SAP tir té bao nay.

Protein theo diém 11, trong d6 protein nay c6 néng dd IC50 d& trc ché sy biét
héa ctia bach ciu don nhan to thanh t& bao soi in vitro thip hon mot nira so véi
gia tri ndy ctia mau SAP kiéu dai trong ing duoc phan 1ap tir huyét thanh cia

nguoi.

Té bao CHO chira protein SAP ciia ngui tai tb hop c6 chudi oligosacarit dugc
lién két v&i N, trong d6 tit ca cac nhanh da sialyl hoa ctia chudi oligosacarit két
thiic bing céc gbc axit sialic c6 lién két 02,3, va trong d6 chudi oligosacarit
duoc lién két v6i N nay khong chira cac gdc axit sialic c6 lién két 02,6, va

trong d6 protein nay chira polypeptit c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:1.
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TE BAO BUONG TRUNG CHUQT BONG TRUNG QUOC VA DUQC PHAM CHUA PROTEIN NAY
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<140>
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<160> 4

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 204

<212> PRT
<213> Nguoi hién dai

<400> 1
His Thr Asp Leu Ser Gly Lys Val Phe Val Phe Pro Arg Glu Ser Val
1 5 10 15

Thr Asp His Val Asn Leu Ile Thr Pro Leu Glu Lys Pro Leu Gln Asn
20 25 30

Phe Thr Leu Cys Phe Arg Ala Tyr Ser Asp Leu Ser Arg Ala Tyr Ser
35 40 45

Leu Phe Ser Tyr Asn Thr Gln Gly Arg Asp Asn Glu Leu Leu Val Tyr
50 55 60

Lys Glu Arg Val Gly Glu Tyr Ser Leu Tyr Ile Gly Arg His Lys Val
65 70 75 80

Thr Ser Lys Val Ile Glu Lys Phe Pro Ala Pro Val His Ile Cys Val
85 90 95

Ser Trp Glu Ser Ser Ser Gly Ile Ala Glu Phe Trp Ile Asn Gly Thr
100 105 110
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Pro

Asp

145

Asp

Pro

Arg

Leu

Lys

130

Arg
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Leu

Gly

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2
Gln Glu Asp Leu Tyr

1

Asp

Phe

Leu

Lys

65

Thr

Ala

Thr

Phe

50

Pro

Phe

Val

115

Ile

Ser

Val

Pro

Tyr
195

208
PRT
Gallus gallus

Tyr

Val

35

Ser

Lys

Arg

Lys

Val

Gln

Leu

Ala

180

Val

Val

20

Cys

Tyr

Pro

Val

Lys

Leu

Ser

Pro

165

Asn

Ile

5

Leu

Leu

Ala

Gly

Pro
85

Gly

Gly

Phe

150

Pro

Ile

Ile

Arg

Leu

Arg

Thr

Glu

70

Glu

Leu

Gln

135

Val

Glu

Leu

Lys

Lys

Gln

Ser

Lys

55

Tyr

Asn

Arg

120

Glu

Gly

Asn

Asp

Pro
200

Val

Val

Tyr

40

Ala

Arg

Arg

Gln

Gln

Glu

Ile

Trp

185

Leu

Phe

Gln

25

Thr

Gln

Phe

Gly
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Gly

Asp

Ile

Leu

170

Gln

Val

Val

10

Leu

Asp

Asp

Tyr

Glu
99

Tyr

Ser

Gly

155

Ser

Ala

Trp

Phe

Glu

Leu

Asn

Val

75

Trp
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Phe

Tyr

140

Asp

Ala

Leu

Val

Arg

Arg

Thr

Glu

60

Gly

Glu

Val

125

Gly

Leu

Tyr

Asn

Glu

Pro

Arg

45

Ile

Gly

His

Glu

Gly

Tyr

Gln

Tyr
190

Asp

Leu

30

Pro

Leu

Lys

Val

Ala

Lys

Met

Gly

175

Glu

Pro

15

Leu

His

Leu

Tyr

Cys
95

Gln

Phe

Trp

160

Thr

Ile

Ser

Asn

Ser

Phe

Val

80

Ala



Ser

Pro

Ala

Asp

145

Asp

Arg

Lys

Trp

Trp

Val

130

Val

Ala

Leu

Gly

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<400> 3
Gln Thr Asp Leu Arg

1

Glu

Pro

115

Val

Tyr

Gly

Pro

Asp
195

205
PRT
Bos taurus

Ser

100

Arg

Met

Asn

Leu

Pro

180

Val

Gly

Lys

Leu

Ser

Ser

165

Ala

Val

5

Thr Asp His Val Thr

20

Leu Thr Leu Cys Leu

35

Leu Phe Ser Tyr Asn

50

Lys Asn Gly Ile Gly

65

Ser

Gly

Gly

Phe

150

Pro

Pro

Val

Gly

Leu

Arg

Ile

Glu
70

Gly

Leu

Gln

135

Thr

Asp

Leu

Lys

Lys

Ile

Ala

His

55

Tyr

Ile

Gln

120

Glu

Gly

Lys

Ala

Pro
200

Val

Thr

Tyr

40

Ser

Ser

Ala

105

Lys

Gln

Glu

Met

Trp

185

Arg

Phe

Lys

25

Ser

Lys

Leu

22184

Glu

Gly

Asp

Met

Arg

170

Gly

Leu

Val

10

Leu

Asp

Asp

Tyr

Phe

Tyr

Ala

Ala

155

Ser

Arg

Arg

Phe

Glu

Leu

Asn

Ile
75

-78-

Trp

Glu

Tyr

140

Asp

Ala

Leu

Glu

Pro

Lys

Ser

Glu

60

Gly

Leu

Val

125

Gly

Val

Tyr

Arg

Ala
205

Arg

Pro

Arg

45

Leu

Lys

Asn

110

Gly

Gly

His

Leu

Tyr

190

Leu

Glu

Leu

30

Gly

Leu

Thr

Gly

Asn

Gly

Leu

Ala

175

Glu

Gly

Ser

15

Lys

Tyr

Val

Lys

Arg

Glu

Phe

Trp

160

Leu

Ala

Ala

Ser

Asn

Ser

Phe

Val
80



Thr

Ser

Pro

Pro

Asp

145

Asp

Ser

Ile

Val

Trp

Leu

Lys

130

Lys

Ser

Ser

Lys

<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> 4
Gln Thr Asp Leu Thr Gly Lys Val

1

Arg

Glu

Val

115

Ile

Asn

Val

Ile

Gly
195

204
PRT
Cricetulus migratorius

Ala

Ser

100

Lys

Val

Gln

Leu

Ser

180

Tyr

Thr

85

Ser

Arg

Leu

Ser

Ser

165

Pro

val

5

Glu

Thr

Gly

Gly

Phe

150

Pro

Thr

Ile

Lys

Gly

Leu

Gln

135

Met

Glu

Ile

Val

Phe

Ile

Lys

120

Glu

Gly

Glu

Leu

Lys
200

Ser Asp Tyr Val Lys Leu Ile Pro

20

Phe Thr Leu Cys Phe Arg Thr Tyr

35

40

Leu Phe Ser Tyr Asn Thr Lys Asn

50

55

Pro

Ala

105

Gln

Gln

Glu

Ile

Asp

185

Pro

Phe

Arg

25

Thr

Lys

22184

Ser

90

Glu

Gly

Asp

Ile

Leu

170

Trp

Met

Val

10

Leu

Asp

Asp

Pro

Phe

Tyr

Ser

Gly

155

Leu

Gln

Val

Phe

Glu

Leu

Asn

-79-

Val

Trp

Ala

Tyr

140

Asp

Val

Ala

Trp

Pro

Lys

Ser

Glu
60

His

Ile

Val

125

Gly

Leu

Tyr

Leu

Gly
205

Arg

Pro

Arg

45

Leu

Ile

Asn

110

Gly

Gly

Tyr

Gln

Lys
190

Glu

Leu

30

Pro

Leu

Cys

95

Gly

Ala

Gly

Met

Gly

175

Tyr

Ser

15

Glu

His

Ile

Thr

Lys

His

Phe

Trp

160

Ser

Glu

Glu

Asn

Ser

Tyr



Lys

65

Ile

Ser

Pro

Pro

Asp

145

Asp

Trp

Ser

Glu

Val

Trp

Trp

Ser

130

Lys

Ser

Leu

Gly

Arg

Arg

Glu

Val

115

Ile

Ser

Val

Glu

Tyr
195

Met

Gly

Ser

100

Lys

Ile

Gln

Leu

Pro

180

Ala

Gly

Val

85

Ser

Lys

Leu

Ser

Thr

165

Asn

Val

Glu

70

Glu

Ser

Gly

Gly

Phe

150

Pro

Ile

Ile

Tyr

Glu

Gly

Leu

Gln

135

Val

Glu

Leu

Arg

Gly

Phe

Ile

Lys

120

Glu

Gly

Glu

Asp

Pro
200

Leu

Ala

Ala

105

Lys

Gln

Glu

Ile

Trp

185

Arg

22184

Tyr

Ser

90

Asp

Gly

Asp

Met

Lys

170

Arg

Val

Ile

75

Pro

Phe

Tyr

Asn

Gly

155

Ser

Ala

Trp

-80-

Glu

Val

Trp

Thr

Tyr

140

Asp

Val

Leu

His

Asn

His

val

Val

125

Gly

Leu

Tyr

Asn

Val

Phe

Asn

1lle

Lys

Gly

Asn

Glu

Tyr
190

Gly

Cys

95

Gly

Thr

Gly

Met

Gly

175

Glu

Ala

80

Thr

Ile

Gln

Phe

Trp

160

Ser

Met





