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Linh vire k¥ thuit dwoc dé cip

Sang ché @& cap dén gen mi hoa thé dot bién glucokinaza & ngudi, thé
dot bién glucokinaza clia ngudi duoc bidu hién boi gen ndy, vecto tai tb hop
mang gen ma hoéa thé dot bién glucokinaza & ngudi, vt chi chira vecto tai tb
hop nay, dugc phém chita mot hodc nhiéu gen dugce chon tir gen ma hoa thé dot
bién glucokinaza & ngudi, thé dot bién glucokinaza cua ngudi, vecto tai td hop
va vét chi, gen ma hoéa thé dot bién glucokinaza & nguoi, thé dot bién
glucokinaza ciia ngudi, vecto tai t6 hop va vat chi ding dé bao ché thudc kiém
soat glucoza huyét hoic thudc ngin ngira va didu tri chimg rdi loan chuyén hoa
cacbon hydrat, gen ma hoéa thé d6t bién glucokinaza & ngudi, thd dot bién
glucokinaza ciia ngudi, vecto tai tb hop va vét chi dung dé bao ché thude ngan
ngira va diéu tri bénh tidu duong. Sang ché cling m6 ta phuong phép kiém soat
glucoza huyét hodc ngin ngira va didu tri ching rbi loan chuyén hoa hydrat-
cacbon bang cach sir dung ching, va md ia phuong phap ngin ngira va diéu tri
bénh tiéu duong bang cach st dung chung.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Glucokinaza (glucokinase - GK) 13 thanh vién quan trong ctia ho hexoza
kinaza véi hoat tinh sinh hoc co ban ctia n6 1a x1ic tac cho qua trinh phosphoryl
héa cua glucoza Gen m3 hoéa glucokinaza cia ngudi nim & phin ngin cua
nhiém sic thé s§ 7 va chira mudi exon. GK chira 465 axit amin, dac biét la cd
mit & té bao gan trudng thanh va té bio beta tiéu dao, va cé lién quan dén
nhiéu budc quan trong trong qué trinh chuyén héa glyco va tiét insulin.

Hién nay, da thdy rang cuong do tiét insulin in vivo dap ung tuong ng
vé mit ty 18 véi tbe do chuyén hoa glucoza & céc té bao beta insulin. Do do,
enzym kiém soét téc d6 dong chay glucoza vao t& bao dugc xem nhu chét nhan
dién glucoza didu hoa qua trinh giai phong insulin, vd GK 13 chét nhan dién
glucoza trong té bao beta tidu dao. Khi dugc dich chuyén vio t& bio beta thong
qua chit van chuyén 2, glucoza dugc phosphoryl hoa duédi tac dong cua
glucokinaza va dugc dua vao con dudng phan hity duong dé thu duoc ATP véi
lugng twong g vé mit ty 18 v6i luong glucoza duge dua vao té bao beta; ATP
c6 thé 1am ngimg kénh ion kali trén mang huyét twong cia té bao beta, dan dén
viéc khir phan cuc, 14n luot din dén tao ra dong chay ion canxi va cubi cing 12
tiét insulin. Do hoat tinh ctia GK duoc kiém soét truc tiép hodc gian tiép bai
ndng do glucoza trong mau, viéc thay ddi téc do trao dbi chat dbi véi glucoza
trong té bao beta ¢ thé 1am didu hoa qué trinh tiét insulin. Ngoai ra, do enzym
cting c6 thé kiém soat néng d6 glucoza huyét bang cach tao diéu kién thuén loi
qué trinh tdng hop glycogen ciia gan va xuc tac qué trinh chuyén ho4 glucoza
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thanh glucoza-6-phosphat, su bat thudng cua hoat tinh GK dong vai trd quan
trong trong viéc xudt hién va phat trién ching i loan chuyén héa cacbon
hydrat.

Mot sb nghién ctru d phat hién ra ring & bénh nhan va mot sé mo hinh
dong vat (vi dy, chudt) mic bénh d4i thao dudng typ 2, hoat tinh GK & té bao
gan ciia chudt mic bénh dai thdo dudng typ 2 do ché d0 an c6 luong chit béo
cao gy ra giam dugc dang ké so v&i méu kiém chtng binh thuong; nghién ctru
khéc con chiing minh dugc két qua 12 viéc tang hoat tinh GK ¢6 thé lam giam
mirc glucoza huyét ddng ké. Nghién ctru nay di x4c nhan su thay ddi gen GK
gan lién chit ch& vai su khéi phat ctia nhém phu bénh dai thdo dudng typ 2, tirc
1a bénh dai thao duong khdi phat sém & nguoi tré (maturity-onset diabetes of
the young - MODY), trong d6 gen dot bién dong vai trd quan trong trong qué
trinh khédi phét cia MODY.

Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Muc dich k¥ thuat dat dugc béng cach tao ra gen ma hoda thé dot bién
glucokinaza ctia ngudi ma tir d6 thé dot bién glucokinaza ciia ngudi dugc biéu
hién véi hoat tinh GK cao hon so v6i hoat tinh GK cua dang dai, sao cho cach
méi kiém so4t duoc glucoza huyét, diéu tri ching r6i loan chuyén héa cacbon
hydrat cling nhu bénh d4i thdo dudng, cu thé 12 bénh dai thao dudng typ 2.

Sang ché d& xuit gen ma hoéa thé dot bién glucokinaza cuia nguoi, trong
dé gen nay co:

(1) trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2; hodc

(2) trinh ty nucleotit ddng nhét véi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID
NO: 2 chi khéc 12 khung doc mé (open reading frame-ORF) nam trong khoang
tir vi tri 487 dén 1884 cia trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2, va ¢o
ORF ma hoéa cung trinh ty axit amin nhu dugc ma héa boi ORF cua trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2.

Trong giai phip k¥ thuat d3 biét thuong tin ring do dot bién sai nghia,
dot bién vo nghia, va dot bién léch khung & céc bazo trong ORF cia gen ma
héa protein c6 thé gy bién ddi cAu triic co ban cua trinh tu axit amin cla san
phim protein dugc ma héa béi gen, chi c6 dot bién Xay ra trong exon cda gen
ma hoa protein c6 thé ddn dén nhiing thay dbi twong déi 13 rét v& tinh ning cua
san phdm protein. Hién nay, chtrc ning dbi véi intron cia gen ma hoa protein
van chua 18 rang, va néi chung, viéc bién ddi trong intron kho c6 thé dat duoc
hidu qua can thiét dbi vdi tinh ning cta san phim protein. Téc gia sang ché d3
bét ngd phat hién ra ring gen cua thé dot bién glucokinaza cia ngudi cd dot
bién x4y ra trong ving intron ctia gen glucokinaza dang dai ctia nguoi c6 thé
bidu hién thé dot bién glucokinaza ciia ngudi c6 hoat tinh GK ting dang ké so
v61 hoat tinh GK cta dang dai.

Sang ché ciing dé xuét thé dot bién glucokinaza cua nguoi, trong d6 gen
mi héa thé dot bién glucokinaza ciia ngudi 1a gen m3 hoéa thé dot bién
glucokinaza ctia ngudi theo sang ché.

Sang ché ciing dé xuét vecto ti td hop bao gdm vecto va gen dang quan
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tim chra trén d6, trong d6 gen dang quan tim 13 gen m3 héa thé dot bién
glucokinaza ctia ngudi theo sang ché.

Sang ché ciing d& xuét vat chu, trong d6 vat cha ndy chira vecto tai t6
hop theo sang ché.

Sang ché cling d& xuét duoc pham chira ta duoc duoc dung va mot hoac
nhiéu gen dugc chon tir gen m3 héa thé dot bién glucokinaza cua nguoi theo
sang ché, thé dot bién glucokinaza ciia ngudi theo sang ché, vecto tai td hop
theo sang ché, va vat chu theo sang ché.

Sang ché ciing mo ta viéc ding gen ma héa thé dot bién glucokinaza cua
ngudi theo sang ché, thé dot bién glucokinaza ciia ngudi theo sang ché, vecto
tai t6 hop theo sang ché, va vét chii theo sang ché dé bao ché thudc kidm soat
mirc glucoza huyét hoic thudc ngin ngira va diéu tri chimg rbi loan chuyén hoa
cacbon hydrat.

Sang ché ciing mo ta viéc dung gen ma héa thé dot bién glucokinaza cia
ngudi theo sang ché, thé dot bién glucokinaza cia ngudi theo sang ché, vecto
tai t6 hop theo sang ché, va vit chu theo sang ché dé bao ché thubc ngdn ngua
va diéu tri bénh d4i thao duong.

Sang ché ciling mé ta phuong phép kiém soat muc glucoza huyét hoic
ngin nglra va diéu tri chimg r6i loan chuyén héa cacbon hydrat, trong d6 tac
nhan dugc chon tir nhém bao gdm gen md héa thé dot bién glucokinaza ctua
ngudi theo sang ché, thé dot bién glucokinaza cia ngudi theo sang ché, vecto
tai t6 hop theo sdng ché, va vat chii theo sang ché dugc ding cho bénh nhén
cin diéu tri bénh nay.

Sang ché cling mé ta phuong phap ngin ngira va diéu tri bénh dai théo
dudng, trong d6 tac nhan dugc chon tir nhém bao gdm gen m3 héa thé dot bién
glucokinaza ctia ngudi theo sang ché, thé dot bién glucokinaza cua nguoi theo
sang ché, vecto tai td hop theo sang ché, va vét cha theo sang ché duoc dung
cho bénh nhan can diéu tri bénh nay.

Thé d6t bién glucokinaza cta ngudi duge biéu hién boi gen theo séng
ché ¢6 hoat tinh cao hon dang ké so véi hoat tinh cta dang dai, do @6 thu duoc
phuong tién méi, hiéu qua dé kiém soat mirc glucoza huyét hoic dé ngan nglra
va diéu tri ching r6i loan chuyén héa cacbon hydrat, dic biét 1a bénh dai thao
dudng.

MO ta vit tit cdc hinh vé

Fig. 1 thé hién anh chup dién di thu dugc sau khi nbi plasmit PIRES2-
EGFP d3 dugc tuyén tinh hoa va gen dang quan tam (Vi du 1).

Fig. 2 thé hién duong cong vé& mdi quan hé ham giita don vi insulin (n
don vi/ml) trén truc X va sb luong 7 trén truc Y.

Fig. 3 thé hién biéu dd thé hién ciu tric cua vecto plasmit pIRES2-
EGFP.

Fig. 4 thé hién anh chup dién di ¢ nhan dién cac t& bao min6 d3 chuyén
nhiém thanh céng vé&i vecto plasmit tai td hop.

Fig. 5 thé hién 4anh chup tir kinh hién vi céc té bao min6é d3 chuyén
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nhiém thanh céng véi vecto plasmit tai td hop.

Fig. 6 thé hién anh chup dién di dé nhan dién plasmit con thoi dang vong
tai t6 hop pShuttle2-CMV-G262-IRES2-EGFP hoic plasmit con thoi dang
vong tai t6 hop pShuttle2-CMV-G261-IRES2-EGFP.

Fig. 7 thé hi¢n anh chup dién di dé nhan dién adenovirut t4i td hop pAd-
GFP-G261 hoic adenovirut tai té hop pAd-GFP-G262.

M0 ta chi tiét sing ché

Sang ché dé xuit gen m3 hoa thé dot bién glucokinaza cua ngudi, trong
do6 gen nay cé:

(1) trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2; hoic

(2) trinh tr nucleotit ddng nhit véi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID
NO: 2 chi khac 1a khung doc mé (open reading frame-ORF) (ORF) nim trong
khoang tir vi tri 487 dén 1884 cua trinh tur nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2,
va ¢ ORF ma hoa cung trinh tu axit amin nhu dugc ma hda bdi ORF cua trinh
tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2.

Tét hon 13, gen ma héa thé dot bién glucokinaza ctia nguoi c6 trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2. Gen ma héa glucokinaza ctia ngudi c6 thé
dugc tach ra tir bach ciu cta co thé nguoi khde manh, ¢é trinh tir nucleotit néu
trong SEQ ID NO: 1 cua trinh tu dugce liét k&, tic 1a gen dang dai ma héa
glucokinaza ciia ngudi (s6 truy nhip Genbank BC001890, Mg88011,
NMO033508, va NM033507). Trinh tu nucleotit ciia gen ma héa thé dot bién
glucokinaza ctia ngudi theo sang ché néu trong SEQ ID NO: 2 ¢4 khuyét mot
bazo C & vi tri 2643 so véi vi tri nay cia gen dang dai.

Cén phai hiéu rang ngudi c6 hidu biét trong linh vuc nay c6 thé téng hop
trinh tu nucleotit khdc nhau tir trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 trong khi ma
héa thé dot bién glucokinaza ciia ngudi theo séng ché, theo su suy bién codon
va xu hudng sit dung codon & céc loai khac nhau. Nghia 1a, day 13 trinh tu
nucleotit ddng nhét véi trinh tuw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 chi khac 1a
khung doc m& (open reading frame-ORF) nim trong khoang tir vi tri 487 dén
1884 cua trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2, va ¢6 ORF mai hoa cling
trinh ty axit amin nhu dugc ma héa béi ORF cua trinh ty nucleotit néu trong
SEQ ID NO: 2.

Séang ché ciing dé xuét thé dot bién glucokinaza cia nguoi, trong dé gen
mi héa thé dot bién glucokinaza cua ngudi 13 gen m3 héa thé dot bién
glucokinaza cia ngudi theo sang ché.

Trong linh virc nay da biét ring trong s6 20 loai axit amin khac nhau cdu
thanh nén protein, 18 loai axit amin khac nhau dugc ma héa riéng biét béng tr
2 dén 6 codon, chi khac 13 Met (ATG) hoic Trp (TGG) dugc m3 héa riéng biét
bang mot codon (xem, Appendix D trong Sambrook et al, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2nd ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, pp. 950). Néi cach khac, do codon ma héa cho axit amin 13 nhiéu hon
mdt trong hiu hét cic truong hop do su suy bién codon vé mait di truyén va
viéc thay thé ctia nucleotit thir ba trong codon bo ba thuong khong din dén viéc
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thay dbi thanh phin axit amin, trinh tw nucleotit m héa céc protein véi céc
trinh tu axit amin déng nhat ¢6 thé 13 khac nhau. Theo bang codon da biét,
ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc nay di thu dugce trinh tr nucleotit trén day tu
trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 dugc md ta theo sang ché, bang cac
quy trinh sinh hoc (vi du, cdc phuong phép dua trén co s& PCR, phuong phéap
dot bién diém) hoic tbng hop héa hoc, va sir dung chung trong ky thuat tai tb
hop va cic phuong phép diéu tri bing gen, do d6 tit ca cic phin trinh tu
nucleotit ndy ciing nim trong pham vi ctia sang ché. Ngoai ra, trinh tw ADN
dugc mo ta & day cling c6 thé duge sir dung bing cic phuong phap di biét
trong linh vuc k¥ thudt nay, vi du, cac phuong phap duoc mé ta bdi Sambrook
va dong tac gia (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed: New York:
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), nh& cai bién trinh ty axit nucleic
dugc dé xuat theo séang ché.

Sang ché ciing dé xuét vecto tai td hop bao gdm vecto va gen dang quan
tdm chaa trén d6, trong d6 gen dang quan tim 13 gen m3 hoéa thé dot bién
glucokinaza ctia nguoi theo sang ché.

Gen dang quan tam ciing c6 thé bao gdm trinh ty diéu hoa, vi du, chét
trg xuc tac, gen két thiic, va gen ting cudng cho su biéu hién cia mot hoic
“nhiéu gen dang quan tdm. Gen dang quan tdm ciing c6 thé bao gdm gen danh
du (vi du, gen mi hoa p-galactosidaza, protein huynh quang xanh 14 cay hodc
cac protein huynh quang khac) hodc gen c6 san phim diéu hoa su bidu hién cia
céc gen khac. Ngoai ADN, gen dang quan tim ciing c6 thé 13 ARN thong tin,
ARN van chuyén, hodc ARN ribosom, va cling c6 thé bao gf‘)m trinh tu diéu
hoa phién m3 lién quan thudng duge di lién voi phién mi trinh tu nhu, vi dy,
tin hiéu két thic phién mi, vi tri polyadenyl héa, va yéu t ting cuong xudi
dong.

Vecto ¢6 thé 1 cac vecto khac nhau cé kha ning mang gen dang quan
tdm thuong dugce sir dung trong linh vuc k¥ thudt nay va cac vecto khac nhau
c6 kha ning mang gen dang quan tdm c6 thé dugc ding va céi tién bang phat
trién cong nghé. Vi dy, vecto 1a cac plasmit (ADN tré”m), liposom, thé tiép hop
phén tr, polyme va virut.

Plasmit (ADN tran) c6 thé mang gen dang quan tAm, va plasmit mang
gen dang quan tdm c6 thé dugc tiém truc tiép hodc duoc dua vao nhd sung gen,
k¥ thuat xung dién, va k¥ thuat dung hop bing dién vao céc té bio trong ms.
Ngoai ra, song si€u am tao diéu kién thuén loi trong viéc lam tdng hi€u qua
dich chuyén dbi v&i plasmit. Séng siéu 4m két hop véi chét can quang phan hoi
bong béng cuc nhé c6 thé 1am ting d6 thim tir cia mang huyét trong, nhd d6
lam ting déng k& hiéu qua dich chuyén va bidu hién déi vi ADN trin. Do k§
thuat thAm cta mang huyét trong nay c6 thé tao ra tam thoi cac 13 trén bé mat
ctia mang huyét twong, ADN c6 co hdi duoc dura vao té bao.

Liposom 12 giot nho chira 14 non ¢6 hai phan tit lipit va c6 thé 1am trung
gian cho viéc di vao clia gen dang quan tAm qua mang huyét twong. Lipit c6 thé
13 phospholipit tir nhién chiém wu thé trong lexitin (phosphatidylcholin, PC) va
c¢6 ngudn gde tir 1ong dé tring va dau tuong; ciing co6 thé 1a phospholipit tong
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hop nhu dipalmitoyl phosphatidylcholin (DPPC), dipalmitoyl phosphatidyleta-
nolamin (DPPE), distearoyl phosphatidylcholin (DSPC), va v.v.; va ciing c6 thé
bao gdm colesterol. Liposom duoc vu tién 12 liposom cation, chi yéu tao ra tir
viéc két hop lipit tich dién dwong va lipit trung tinh bd trg & ty 1€ mol duong
lwong. Phiic hop 6 thé duoc tao thanh mot cich hiéu qud gifta liposom tich
dién duong va AND tich dién am, va dugc dich chuyén va0 c4c t& bao nho co
ché ndi bao.

Polyme 13 phitc hgp polyme/ADN én dinh duoc tao thanh bang cach
trung hoa dién do gin két cia cdc dién tich duong trén polyme cation (vi du,
poly-L-lysin) v6i céc dién tich &m trén ADN. Phirc hop thu dugc cia polyme
cation va ADN van mang céc dién tich duong, c6 thé gin két vdi thu thé tich
dién 4m trén bé mit cua té bao, va sau d6 dugce dua vao té bio.

Thé tiép hop phan tir 13 thuc thé trong do gen ADN ngoai sinh dang
quan tdm dugc lién két cong héa trj trén phdi tu, khang thé don dong, hoic
protein vo virut védi thu thé dic hiéu trén bé mit té bao va gen ngoai sinh dugc
dua vao dang té bao cu thé nho dic tinh gin két dic hiéu.

Do virut thuong c6 thé di vao dang té bao cu thé véi hiéu suét cao, biéu
hién chinh céc protein cla nd, va sinh ra cac virion méi, do d6 virut duge cai
bién trudc hét hoat dong nhu vecto cho phép tri liéu bang gen. Vi du, virut
duoc dé cap cb thé dugc tao ra tir vecto retrovirut, vecto adenovirut, vecto virut
két hop adeno, vecto virut gdy bénh mun giop, v.v. Trong sb do, virut két hop
adeno thudc nhém khong gy bénh ciia ho Parvoviridae, c6 thé dugc ting sinh
riéng biét phy thudc vao virut trg gitip. Virut két hgp adeno c6 bd gen rat nho.
Vi du, virut két hop adeno typ 2 ¢6 bo gen ADN sgi don chira 4681 nucleotit,
bao gdm hai gen, tirc 13 gen rep (mi héa cac protein dap tng véi diéu hoa sao
chép virut, biéu hién ctia gen ciu triic va xam nhép vao bd gen cua vat chu) va
gen cap (m3 héa protein vé capsit cdu tric), véi mot doan lip du tan c6 chidu
dai 145 bp c6 mit & mot ddu mut ctia bo gen. Virut két hop adeno c6 thé tac
dong dén cac té bao trong pha phan chia va trong pha tinh, dugc cai xen vao
nhiém sic thé cta té bao vat chi, hoic dugc biéu hién én dinh trong thoi gian
dai & dang ADN kham ngoai nhiém séic thé. N6 c6 thé bién nap mot cach hiéu
quéa cac dang té bao ndo, co xuong, gan va v.v., va ¢6 cac dic tinh nhu tinh
khang nguyén, doc tinh thap, khong gy bénh, v.v.

Tét hon 13, vecto duge chon tir nhém bao gbm vecto tach dong vé tinh,
vecto biéu hién t& bao nhan chuén, vecto biéu hién té bao tién nhan, va vecto
con thoi (vi du, plasmit con thoi pShuttle2) dé thuc hién khuéch dai va bidu
hién cta gen dang quan tdm. Khi dugc st dung trong phép tri lidu bang gen, tbt
hon 14 vecto biéu hién cam Gng dugc sir dung, vi du, pIRES2-EGFP. T4t hon
nita 13, vecto dugc chon tir nhém bao gdbm pIRES2-EGEP, pCMVp-NEO.
BAN, pEGFT-Actin, va vecto adenovirut. Vecto dugc wu tién nhét 13 vecto
adenovirut. Adenovirut 1a virut khéng vé véi bé gen AND soi don, théng, tdn
tai rOng ri trong tu nhién, va dugc phan loai thanh it nhat hon 100 kiéu huyét
thanh. B gen adenovirut c6 chiéu dai khoang 36kb va c6 mot doan lap dau tan
dao 1an lugt & mot trong sb ca hai diu tan véi virut déng goi tin hiéu & bén
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trong. C6 bbn don vi phién m3 sém (E1, E2, E3, va E4) dép ting v6i qua trinh
diéu hoa va mot don vi phién m3 mudn dap Uung v6i ma hda cac protein virut
cAu triic trong bd gen adenovirut. Do vecto cho phép tri liéu bang gen, vecto
adenovirut c¢6 cac uu diém sau 1) ¢6 kha ning dong géi turong dbi 16n déi véi
gen ngoai sinh, do do6 c6 thé cai xen méanh 16n cia gen ngoai sinh, 1én dén chiéu
dai 35kb; 2) c6 hiéu g gdy nhiém cao, do d6 c¢6 thé bién nap mot cach hiéu
quéa nhiéu dang té bao khac nhau trong mé cta ngudi véi hiéu qua bién nap thir
nghiém in vitro khoang 100%; 3) c6 thé bién nap céc té bao khong phan chia;
4) thu dugc virut tai td hop véi hidu gia cao trong méi trurong nudi cy té bao;
5) di vao t€ bao vat chii ma khong xam nhdp vao bd gen cuia té bao vat cha va
chi dugc biéu hién tam thdi, do d6 c6 tinh an toan tuwong ddi cao. Dang vecto
adenovirut méi nhét hién c6 tit ca (vecto khong virut) hodc hiu hét gen
adenovirut (vecto adenovirut nhd) bi khuyét doan, va chi c¢6 doan lap dau tan
d&o va trinh tu tin hiéu déng géi duoc giir lai, vi vy gen c6 chidu dai 1én dén
35kb c6 thé duoc cai xen vao vecto, sinh ra dap tng mién dich té bao yéu hon
bdi vecto, ving gan két co chét nhan dugc dua vao vecto ¢b thé cho phép gen
ngoai sinh dugc biéu hién trong thoi gian dai va lam ting do 6n dinh cta vecto.

Sang ché ciing d& xuét vat chi, trong d6 vat chi nay bao gdm vecto tai
td hop theo sang ché. Mot mat, su bién nap cua vét chd véi vecto tai td hop
chira gen ma hoéa thé dot bién glucokinaza ciia ngudi theo sang ché c6 thé duge
st dung dé nghién ctru mdi quan hé gitra thé dot bién glucokinaza cia nguoi va
su chuyén hoéa glyco ciing nhu su tiét insulin, mit khac c6 thé dugc sir dung dé
diéu ché thé dot bién glucokinaza cé hoat tinh. S& tbt hon néu vat chu duoc
chon tir mt hodc nhiéu E coli, té bao 239, t€ bao min-6, va t& bao beta tidu dao
clia ngudi. Trong s6 d6, E. coli 13 ching duoc tao ra bang k§ thuat di truyén co
thé bao gdm ca vecto tach dong vo tinh tai td hop theo sang ché @& thuc hién
khuéch dai gen ma héa thé dot bién glucokinaza cia ngudi theo sang ché va
bao gbém vecto biéu hién tai td hop theo sang ché d& thuc hién biéu hién cta thé
dot bién glucokinaza ctia ngudi theo sang ché vé6i luong 16n. Khi vecto tai td
hop 12 vecto adenovirut tai t6 hop, vecto c6 thé duogc khuéch dai trong té bao
239. Té bao min-6 13 chiing té bao beta tiéu dao ciia chudt nhit c¢6 kha nang tiét
insulin tuong dbi manh, va c6 thé déng vai tro 1am vat chu cho vecto biéu hién
té bao nhan chudn theo sang ché tao ra thé dot bién glucokinaza cia nguoi theo
sang ché va hoat tinh GK thir nghiém cta ching. Té bao beta tiéu dao cia
ngudi c6 thé 13 dong t€ bao c6 ban trén thi trrdmg va ciing 13 t& bao beta tiéu
dao cta ngudi cua ddi tuong, vi du, bénh nhan bi bénh dai thdo dudng. Trong
qué trinh tri liéu bang gen, s& t6t hon néu té bao beta tidu dao cta nguoi tr
chinh ddi tugng duogc ciy lai vao di tuong sau khi dugc tai nap bang gen ma
héa thé dot bién glucokinaza cia ngudi theo sang ché, dé tranh su dao thai
mién dich sau d6.

Sang ché cling dé xut dugc phém chtra t4 dugc dugce dung va mot hoac
nhiéu gen dugc chon tir gen mi héa thé dot bién glucokinaza cua nguodi theo
sang ché, thé dot bién glucokinaza cua ngudi theo sang ché, vecto tai td hop
theo sang ché, va vat chi theo sang ché.
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T4 duogc duge dung dung dé chi chat don khoéng ddc dang rin, ban rin,
hoac 16ng, chat pha lodng, chit phi hodc cic chit phu trg khac cho ché pham,
vi du, bao gém, nhung khong chi gidi han &, nudc mubi, dung dich nudc mudi
dém, glucoza, nuéc, glyxerol, etanol, va hdn hop cda chiing. Dugc phérn thich
hop dé ding ngoai dudng tiéu hoa, duéi ludi, trong khoang dich n3o tuy, trong
4m dao, trong mang bung, trong truc tring, trong khoang miéng, hodc qua biéu
bi.

Pudng ding ngoai dudng tiéu héa bao gdm tiém va truyén trong tinh
mach, trong co, trong mang bung, trong nguc, dudi da, trong khép. Duoc phdm
thich hop dé ding ngoai dudng tiéu héa bao gdm cic dung dich v6 tring dang
nuée hodc khong nude, dang phan tan, huyén pht hodic nhii trong, va bot dugc
bao ché dudi dang dugc phdm tiém vo trung hodc phan tan ngay trude khi sir
dung. Chit mang nudc hodc khong nudce, chit pha loing, dung méi hodic céc ta
duogc thich hop bao gém nuée, etanol, glyxerol, propylen glycol, polyetylen
glycol, carboxymetyl xenluloza, ddu thuc vat va cic este hitu co tiém dugc nhu
etyl oleat. Cac ché phdm nay ciing ¢6 thé bao gém chét bao quan, chat thdm
udt, chit nhii hoa, cac chit bao vé da va chét trg phén tan, vi dy, inositol,
sorbitol, va sucroza. Tot hon 13, bd sung chat diéu chinh 4p suit thdm thiu nhu
cacbon hydrat, natri clorua, va kali clorua.

Puong ding qua biéu bi bao gdm dudng dung trén da, niém mac, va bé
mat cia phéi va mét. Dugc phém nay chtra bdt tdn nho, thuéc md, thube nho,
cao dan da, dung cu dién chuyén ion, dang x6ng hit, v.v. Tt hon, néu ché phérn
dé dung trong truc trang hodc trong am dao 1a vién thube dan, c6 thé duoc bao
ché bang céch tron vecto tai td hop theo sang ché vdi cac ta duoc khong kich
thich thich hop nhu bo cacao, polyetylen glycol, hodc nén sap vién thudc dan,
trong d6 t4 dugc hodc chit mang duy tri trang thai rén & nhiét do trong phong,
va tr& thanh dang 16ng & nhiét d6 co thé, do d6 tan chay trong truc trang hoic
am dao va giai phong hoat chat

Tbt hon, néu dugc pham 13 ché phﬁm tiém chira ta dugc duogc dung va
mdt hodc nhidu gen dugc chon tir gen mi héa thé dot bién glucokinaza cua
ngudi theo sang ché va vecto tai td hop theo sang ché.

T4 dugc dugc dung ndy 13 dung dich dém phosphat véi gia tri pH nim
trong khoang tir 4,0 dén 9,0; va trong khoang tir 10> dén 10'° ban sao gen ma
héa thé dot bién glucokinaza ctia ngudi hoic trong khoang tir 10> dén 10'° ban
sao0 vecto tai td hop chira trong mot mililit dugc phdm tiém.

Duoc phém tiém con chira chit bao vé va/hodc chét diéu chinh ap suét
thAm thiu; chit bao vé chita lugng trong khoang tir 0,01 dén 30% khdi lugng
tinh theo dugc phém tiém, chét bao vé 1a mot hodc nhiéu chit dugc chon tir
inositol, sorbitol, va sucroza; ham lugng chét diéu chinh ap suét thAm thiu cho
phép &p suit thim thdu cia duoc phim tiém nim trong khoang tir 200 dén 700
mOsm/kg v6i chét didu chinh 4p sudt thdm thiu 13 natri clorua va/hodc kali
clorua.

Khi duoc phém dugc dung béng cach tiém, dbi tugng duge dung dugc
phim tiém chira trong khoang tir 10> #n10'® ban sao, tét hon 14 trong khoang
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tir 10° dén 10° ban sao, va t6t hon nita 12 trong khoéng tir 10° dén 10® ban sao
ctia gen m3 héa thé dot bién glucokinaza cia nguoi; hodce chua trong khoang tir
10% dén 10" ban sao, tbt hon 1a trong khoang tir 10° dén 10" béan sao, va t6t hon
nita 13 trong khoang tir 10° &n 10'° ban sao vecto tai td hop; t6t hon nira néu
vecto tai t6 hop 1a vecto adenovirut tai td hop duge dung véi lugng nim trong
khoang tir 10° dén 10'° don vi tao vét tan (plaque forming unit - pfu), tot hon 1a
trong khoang tir 10° d&én 10'° pfu, va tét hon nita 12 trong khoang tir 10° dén
10" pfu. Khi duoc pham theo sang ché duogc tiém, lidu luong duoc pham tiém
c6 thé 13 litu luong thudong duge si dung trong linh vuc k¥ thuat ndy, t6i da
500 pl, théng thudng 1a trong khoang tir 1 dén 200 pl, t6t hon 12 trong khoang
tir 1 dén 10 pl; tuy nhién, lidu luong 1én dén 10 ml ciing c6 thé duge sir dung
tiy thudc vao vi tri tiém. Do ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc ndy c6 kha nang
xé4c dinh mot cach d& dang dudng dung thude va lidu luong téi wu, cac dudng
dung v lidu lugng trén ddy chi nhim tham khao. Lidu dung c6 thé dugc xéac
dinh theo nhiéu thong s6 khac nhau, dic biét 1a d6 tudi, thé trong cua ngudi
bénh can duoc diéu tri, cling nhu mirc trAm trong cua bénh, r6i loan, hodc can
bénh va dudong dung thudc. Duge phim theo sang ché ciing c6 thé dugc tiém
ndi hap, va duoc pham theo sang ché ciing c¢6 thé dugc tiém vao vi tri khu tra
(vi du, vao co xuong).

Sang ché cling mé ta viéc dung gen ma héa thé dot bién glucokinaza ctia
ngudi theo sang ché, thé dot bién glucokinaza cua ngudi theo sang ché, vecto
tai t hop theo sang ché, va vat chu theo sang ché dé bao ché thudc kiém soat
mirc glucoza huyét hoic thudc ngan ngira va didu tri chimg réi loan chuyén héa
cacbon hydrat.

Sang ché ciing mé ta viéc dung gen m3 héa thé dot bién glucokinaza ctia
ngudi theo sang ché, thé dot bién glucokinaza ciia ngudi theo sang ché, vecto
tai td hop theo sang ché, va vat cha theo sang ché dé bao ché thudc ngin nglra
va diéu tri bénh dai thdo dudng.

Sang ché cling mo ta phuong phap kiém soat mirc glucoza huyét hozc
ngin nglra va didu tri chimg rdi loan chuyén hoéa cacbon hydrat, trong do tac
nhan dugc chon tir nhém bao gdm gen ma hoéa thé dot bién glucokinaza cua
ngudi theo sang ché, thé dot bién glucokinaza cua ngudi theo sang ché, vecto
tai td hop theo séng ché, va vat chu theo séng ché, duoc dung cho bénh nhan
can diéu tri bénh nay.

Sang ché cling mo ta phuong phap ngin ngira va diéu tri bénh dai thao
dudng, trong d6 tac nhan dugc chon tir nhém bao gdm gen m3 hda thé dot bién
glucokinaza ciia ngudi theo sang ché, thé dot bién glucokinaza cta ngudi theo
sang ché, vecto tai td hop theo sang ché, va vt cha theo sang ché, duoc dung
cho bénh nhan can diéu tri bénh nay.

Vi du thwe hién sing ché

Céc vi du sau s& minh hoa tiép phan mo ta theo séng ché, va khéng gidi
han pham vi ctia sang ché theo cach bat ky. T4t ca cac cai bién hoic thay thé c6
thé duge thuc hién véi cac phuong phép, cac budce, hodc cac diéu kién theo
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sang ché ma khéng vuot qua pham vi va ban chét cia sang ché, tat ca déu nim
trong pham vi ctia sang ché. Phuong tién k§ thuét dugc st dung trong cac vi du
1a cac phuong tién thong thudng da biét dbi véi ngudi co hiéu biét trong linh
vuc ndy, trir khi ¢6 quy dinh khéc. T4t ca cac chit phan tmg va moi trudng nudi
ciy duoc sir dung trong sang ché 1a cc san pham c6 béan trén thi trudng, trir khi
c6 quy dinh khéc.

Vi du 1: Téng hop héa hoc gen mi héa thé dot bién glucokinaza cua nguoi
(G262) theo sang ché

Gen mai héa thé d6t bién glucokinaza ciia ngudi véi trinh tu nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 2, ¢6 chiéu dai day du 13 2748 bps. Sau khi phén tich
trinh tu, dd thiy ring c6 ba vi tri gidi han khac thuong, Hindlll, Sacl, va
BamHI, ndm lan luogt & cac vi tri 2443, 1327, va 2250 cia SEQ ID NO: 2.
Phuong phép tong hop nhu sau: téng hop mot phan cic manh ADN tuong Ung
bang cach sir dung phuong phép phosphoramidit trieste pha rén, ndi cdc manh
da dugc téng hop, gii trinh tu va kiém tra gen di dugc nbi, va stra chita vi tri
ndi da bi 13i, trong d6 cac budc chi tiét nhu sau:

1. Mot manh A c6 tdng chiéu dai 1360 bps ndm trong khoang tir ddu
tan 5' dén vi trf giéi han Sac 1 ciia gen duge tbng hop;

2. Tu viéc gidi trinh ty va nhan dién da cho théy toan bd manh A thu
duge tir bude 1, toan bd manh ndy duoc tién hanh cai bién cudi va sau do6 ndi
gitta c4c vi tri HindlIl/Sacl cia vecto PCR2. 1 (Invitrogen, Co. );

3. Manh B ¢6 tong chiéu dai 939 bps nim trong khoang tir vi tri gidi
han Sacl dén vi tri gi¢i han BamHI cta gen dugc tdng hop;

4. Tu viéc gidi trinh tu va nhéan dién da cho théy toan bd manh B thu
duge tir bude 3, toan bd manh nay duoc tién hanh cai bién cubi va sau d6 nbi
gitta c4c vi tri BamHI/Sacl ctia vecto PCR2. 1;

5. Manh C c6 tong chiéu dai 551 bps nim trong khoang tir vi tri gidi
han BamHI dén dau t4n 3' cia gen dugc téng hop;

6. Tu viéc giai trinh ty va nhan dién da cho théy toan bd manh C thu
dugc tr bude 5, toan bo manh nay dugce ndi vao vecto chira manh B, dan dén
viéc thu duge manh D c6 téng chidu dai 1457 bps.

7. Tu viéc giai trinh tu va nhéan dién da cho théy toan bd manh D thu
dugc tir bude 6. Cac manh A va D da ndi dugc cit bing enzym gi6i han Sacl dé
thu dugc cac manh ADN c6 dau dinh lién, phan tmg ndi ADN dugc thuc hién
trong d6 bao gdm T4 ADN polymeaza. Cudi clng, thu durgc gen ma hoa thé dot
bién glucokinaza ciia ngudi véi trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2. Tt
ca cac enzym va dung dich dém duogc st dung dugc mua tir Clontech, Co. va
viéc nbi va cit giGi han duoc thyc hién theo quy trinh-do Clontech, Co cung
cép.

Do c6 mdt sd trinh tr bao vé & tit ca cac diu tan cla cac manh di duoc
tong hop dé tao diéu kién thuan lgi cai bién cudi cia manh sau khi duge tbng
hop, do d6 40 dai cida trinh tu d3 dugc téng hop dai hon mdt chut so vé6i chiéu
dai thuc té. Trinh tu bao vé dung dé chi trinh tu bao vé c6 tir 8 dén 20 bazo
dugc bd sung nhan tao vao phia vi tri gi6i han ddu tin c6 mit & phan cudi cua
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ADN @ loai trir viéc méit kha ning cia enzym gi6i han @ gin két thong
thudng va phan cit ADN & vi tri gi6i han khi ¢6 can tré vé mat khong gian,
trinh tu bazo bao vé do Clontech Co., nha san xuit céc enzym giéi han, cung
cép. Dé6i voi cac sgi ADN sé& bi suy bién trudc tién tir vi tri ddu tan cia no, su
c6 mit ciia cac bazo bao vé co thé bao v€ vi tri gidi han tranh bi pha huy trong
qua trinh thuc hién thao tac. Su cai bién ding dé chi quy trinh trong d6 manh
ADN duge cit bing enzym bing enzym giéi han dé loai bo cac bazo bao vé.
Enzym giéi han va T4 ligaza da st dung cling nhu cdc dung dich dém phan tng
va hé tht nghiém dugc st dung déu do Clontech Co cung cip, viéc huéng dan
vé cac san phidm tuong Gng va quy trinh v4n hanh chudn cta chung duge cung
cp tai website ctia cong ty.

Trinh ty gen duge ndi ding & bude 7 duoc khuéch dai bing PCR, va
gidi trinh tu din dén gen c6 trinh ty phu hop véi SEQ ID NO: 2. Gen thu duge
dugc bao quan & -20°C d ndi vao vecto biéu hién.

Vi du so sdnh 1: Tao ra gen ma hoéa glucokinaza dang dai ctia ngudi
(G261)

Gen ma hoa glucokinaza dang dai ctia ngudi dugc tao ra theo trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1 dya vao quy trinh trong Vi du 1.

Vi du 2: Céu tric cta vecto biéu hién

1-1) tuyén tinh hoa vecto plasmit pIRES2-EGFP

Plasmit PIRES2-EGFP 14 ciu tric vong (xem trong Fig. 3) va can duoc
tuyén tinh héa truée khi chuyén nhidm vao céc té bao. Enzym gi¢i han BstBI
(TTCGAA) (New Englva Biolabs, NEB Co.) dugc chon, do enzym nay c6 giéi
han duy nhit & plasmit va do d6 viéc cit gi6i han khong gdy anh huéng dén su
biéu hién protein. IRSE nghia 12 vi tri di vao ribosom bén trong khéc biét &
chd,, khi IRSE c6 mit sau ORF, trinh tu ghi m4 khac tiép theo IRSE duge dich
ma sau khi dich m3 ORF d3 duoc két thiic. Do do, hai gen mé héa protein riéng
biét c6 ORF doc 1ap dugc biéu hién dudi dang protein dung hop.

ADN plasmit PIRES2-EGFP 10 pg

Dung dich dém cit gidi han S5ul

Enzym gigi han 10 don vi

Nudc da duge khir ion bd sung vao hé dén 50ul

duge G & 37°C trong 3 giv, duoc dua vao chiét phenol/clorofom dé thu duge
ADN tbng, két tiia bang etanol khan dé thu dugc vién ADN. Vién ADN nay
duogc rira béng etanol 70% va dugc hoa tan lai trong nudc di duge khir ion.
Thuc hién dién di gel agaroza 1,2% dé do khbi hrong phéan ti cua plasmit va
tinh ché vecto plasmit pIRES2-EGFP d3 duoc tuyén tinh hoa. Plasmit da duoc
tinh ché duge bao quan & -20°C cho dén khi sir dung

1-2) Néi plasmit PIRES2-EGFP d3 dugc tuyén tinh hoa va gen dang quan
tam
Vecto plasmit pIRES2-EGFP tuyén tinh d3 dugc thuhdi  0,3pg
ADN cua gen dang quan tdm 3ug
(trong Vi du 1 hodc Vi du so sanh 1)

-12-



24324

T4 ligaza 10 don vi

Dung dich dém néi 1,0 pl

Nude da dugce khir ion bd sung vao hé
dén 10 pul

dugc u & 14°C trong 12 gid, duge dua vao chiét phenol/clorofom dé thu duoc
ADN téng, duoc két taa béng etanol khan dé thu dugc vién ADN. Vién ADN
duoc ria béng etanol 70% va dugc hoa tan lai trong nudc da dugc khir ion.
Khéi lugng phan tir ciia plasmit dwoc nhan dién bang dién di (xem Fig. 1 v& két
qué dién di cta Vi du 1, trong d6 dai 1 1a két qua dién di cho ADN tbng d3
dugc ndi ctia Vi du 1, dai 2 1a gen danh d4u kich thude khéi lugng phan tir, va
dai c6 khéi lugng phan tir 16n hon 5000 trong dai 1 13 dai d4 ndi thanh céng) va
vecto plasmit pIRES2-EGFP mang gen dang quan tdm (trong Vi du 1 hodc Vi
du so sanh) duoc tinh ché riéng 1& va duoc thu hdi. Plasmit da duoc tinh ché
dugce bao quan & -20°C cho dén khi st dung.

Enzym gidi han va T4 ligaza dugc st dung cling nhu phan Gng dung
dich dém va hé tht nghiém duge st dung déu do NEB Co cung cip, va thao tac
van hanh theo huéng din vé cc san phdm twong tng va quy trinh van hanh
chuén ctia ching.

2) Cu triic cia vecto adenovirut biéu hién

2-1) Serotyp adenovirut ctia ngudi 5 va adenovirut bi khuyét E1/E3
duge chon trong Vi du dé ciu tric vecto plasmit con thoi tai td hop theo céc
budc sau:

a) cung cap plasmit con thoi pShuttle2-CMV (BD Co.) (CMV biéu thi
virut xytomegalo);

b) cit hai 1n plasmit & budc a) bing cic enzym giéi han EcoRV +
Notl;

¢)  khir phosphoryl hoé cudi bang kiém phosphataza rudt bé (CIP);

d) thu hdi manh vecto c6 chidu dai 3,4kb;

e) cit hai 1an vecto plasmit pIRES2-EGFP thu duoc trong c4c budc 1-
2 trén day bang cac enzym gidi han EcoRV+Nod, va G262-IRES2-EGFP hodc
thu duge G261-IRES2-EGFP bing céach cit giéi han dugce ndi 1an luot vao
méanh vecto con thoi plasmit thu dugc & budc d) khi c6 mat T4 ligaza, do d6
sinh ra plasmit con thoi dang vong tai t6 hop pShuttle2-CMV-G262-IRES2-
EGFP hodc plasmit con thoi dang vong tii t6 hop pShuttle2-CMV-G261-
IRES2-EGFP;

f)  cht cac plasmit con thoi thu duge & budc e) bang enzym giéi han
Nhel,

g) nap vao cic du tan dugc phan giai bang enzym & budc f) manh
Klenow cia ADN polymeaza I;

h)  thu hdi manh c6 chidu dai 4,1 kb (méanh nay 1a manh ADN ma gen
ngoai sinh dugc cai xen vao va c6 mot phﬁn trinh tu tir vecto dugc ndm & ca hai
dAu tn).

2-2) nhin dién plasmit con thoi dang vong pShuttle2-CMV-G262-
IRES2-EGFP hodc plasmit con thoi dang vong pShuttle2-CMV-G261-IRES2-
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EGEFP thu duoc.

Plasmit con thoi dang vong pShuttle2-CMV-G262-IRES2-EGFP hoic
pShuttle2-CMV-G261-IRES2-EGFP duoc phan giai bang enzym EcoRI. San
phim thu dugc bang viéc cit bing enzym gidi han duoc nhan dién bang dién di
gel agaroza 1,2%; Dong vo tinh duong thu dugc hai dai c6 khdi luong phan tir
lan luot 14 4,7kb va 2,8kb, trong khi dong v6 tinh 4m thu dugc mot dai chi co
khi lugng phén tir 13 3,4kb. Két qua nhan dién dugc thé hién trén Fig. 6, trong
d6 M 1a gen d4nh ddu kich ¢& khéi lugng phén tr (cdc dai trong thang 1kb
ADN tir dinh dén déy 1an lugt 1a 8kb, 7kb, 6kb, Skb, 4kb, 3kb, 2kb, 1,6kb, 1kb,
517bp, 396bp, va 230bp), cac dai 1-4 (hai mau cia pShuttle2-CMV-G261-
IRES2-EGFP va hai miu cia pShuttle2-CMV-G262-IRES2-EGFP) déu dai
dién cho dong v6 tinh duong.

2-3) CMV-GFP-IRES-GFP dugc chuyén nhiém tir pShuttleGFP-CMV-
TrkC vao vecto adenovirut pAd, sinh ra plasmit adenovirut téi t6 hop pAd-
GFP-G261 hoic pAd-GFP-G262. Tat ca cac plasmit tréng duoc st dung trén
day 1a cac vecto c6 ban thi truong dugc mua tu Clontech Co. (http:/www.
Clontech.com), va céc diéu kién thir nghiém va kit dugc st dung déu 1a kit ¢6
ban trén thi truong. Kit duoc sit dung trong su chuyén nhiém 13 hé biéu hién
Adeno-X 1 1 tir Clontech (Clontech 631513), va su chuyén nhiém dugc thuc
hién theo quy trinh thir nghiém do Clontech Co cung cép.

2-4) Nhén dién cic plasmit adenovirut tai t6 hop pAd-GFP-G261 va
pAd-GFP-G262

Viéc cit gidi han béng Xhol dugc thuc hién 1an luot trén cac plasmit
adenovirut tai t6 hop pAd-GFP-G261 va pAd-GFP-G262. San phim thu dugc
béng cat gi61 han dugc nhén dién trén dién di gel agaroza 1,2%; dong v6 tinh
duong thu dugc cac dai co lan luot khéi lugng phan tir 14kb, 11,8kb, 4,9kb,
2,6kb, 2,47kb, 1,45kb, va 0,6kb, trong khi dong v6 tinh am thu dugc cac dai ¢
1an luot khéi lwong phan tir 14kb, 11,8kb, 4kb, 2,47kb, 1,45kb, va 0,6kb. Két
quéa nhén dién dugc thé hién trén Fig. 7, trong d6 M 1 gen danh d4u kich thudce
khéi Iugng phan tir (cac dai trong thang 1kb ADN tir dinh dén day 1an luot 1a
8kb, 7kb, 6kb, 5kb, 4kb, 3kb, 2kb, 1,6kb, 1kb, 517bp, 396bp, va 230bp), cac
dai 1-5 (hai miu cta adenovirut tai td hop plasmit pAd-GFP-G261 va ba miu
clia adenovirut tai t6 hop plasmit pAd-GFP-G262) déu dai dién cho dong vo
tinh duong.

2-5) Péng gbi, khuéch dai, thu hoach va tinh ché adenovirut tai t& hop

ADN adenovirut tai tb hop duge nhan dién chinh xac & bude 2-4) dugce
chuyén nhiém vao té bao 239 duge dong g6i va sau d6 virut gbc duge bao
quan. Adenovirut da dugc dong goéi, dugc khuéch dai va sau d6 virut géc duoc
bao quan (virut gbc thir cdp). Ngoai ra, virut gbe thtr cip d3 duge khuéch dai
dugc khuéch dai thanh hai vong quy mé 16n. Sau khi hoan thanh khuéch dai,
virut dugc thu hoach va dugc ly tAim gradien-ty trong CsCl dé tinh ché, va CsCl
can trong dung dich virut dugc loai bo béng cach thdm tach.

Thao tac thuc hién chi tiét nhu sau:

a) gieo mam 293 té bao (t& bao than cua phodi ngudi dugc bién nap
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E1) vio mot hodc hai dia méi trudng nudi ciy té bao (60mm) 24 h trude khi
chuyén nhiém, va sinh truong dén tdc d6 hop luu nim trong khoang tir 50 dén
70% khi duge chuyén nhiém:;

b) truéc khi chuyén nhidm, phan gidi plasmit dang quan tdm bing
enzym bang Pac I (6ug ADN cho mdi 60 mm dia moi trudng nudi cdy). Plasmit
dugc phan giai bang enzym duogc két tia bing etanol va dugc hoa tan lai trong
20 pl nuée vo trung.

c) chuyén nhiém céc té bao bing 6 pg plasmit duge xit 1y bing Pacl
nhd sir dung PEI hodc cac tAc nhan chuyén nhiém khac.

d) sau 8 gi& chuyén nhiém, loai bo léng dugce phéi tron khi chuyén
nhiém va bb sung 4 ml méi truong nudi cdy hoan chinh DMEM (chtra 10%
CBS va 1% Pen/Strep);

e) sau tir 7 dén 10 ngay chuyén nhifm, cao sach cac t& bao khoéi dia
nudi cdy va duoc chuyén vao éng hinh nén dung tich 50ml. Sau khi dugc ly
tdm, cac té bao duoc tao huyén phu lai trong 2,0 ml PBS hodc méi truong nudi
cdy hoan chinh. Huyén phi dugc 1am déng lanh trong nito 1éng va dugc lam
tan & bé nudc 37°C két hop lic manh. Budce nay dugc lap lai bén 1an. Sau khi
ly tam, dich ndi thu duoc duge bao quan ¢ -20°C.

f) gieo mdm 293 té bao vao dia mdi trudng nudi cdy té€ bao 60 mm,
dugc nudi ciy dén téc d hop lvu nam trong khoang tir 50 dén 70%, va duoc
ciy dich ndi chira virut voi ty 18 phén tram thé tich nim trong khoang tir 30 dén
50%. Hién twgng phan giai té bao biéu kién va hiéu timg bénh Iy (CPE) quan sat
dugc 3 ngdy sau giy nhiém;

g) khi 1/3 dén 1/2 té bao dugc tach ra va ndi 1én, thuong 14 tir 3 dén 5
ngdy sau gy nhiém, thu gom virut. Su c6 mit cia adenovirut tai t6 hop c6 thé
duoc khéng dinh tiép baing nhudm Tay hodc PCR (5 ul dich ndi chtra virut
dugc bd sung vao 10 ul proteaza K tiéu chudn PCR va duogc 0 & 55°C trong 1
gio; tiép theo miu di dwoc tron duge dun soi trong 5 phut va dugc ly tam; tir 1
dén 2 ul dich ndi thu duge dugce sit dung trong phan ttng PCR).

h)  thu gom dich ndi chira virut theo quy trinh & buéc f). Trong truong
hop nay, virut gdc véi hiéu gia virut 13 it nhat 107 virion/ml (cac hat c6 thé gay
nhiém/ml) c6 thé thudng duge thu gom. Mdi chu trinh khuéch dai duge ting
hi€u gia virut mot mrc phong dai.

i)  dé khuéch dai tiép, cy tiép dich ndi chtra virut thu dugc & bude h)
vao cac té bao trong dia mdi trudong nudi cdy té bao 100 mm, virut thu duoc
dugc thu gom theo quy trinh & budc f) va duge cdy vao 293 té bao trong dia
lnéiﬁubngnuﬁicéytébéo1501nn1déﬂn1duchﬁluqng\dnnthéhécon.

j)  bd sung lién tuc cc dung dich 15% CsCI va 40% CsCl vao éng ly
tdm Beckman dé thu dugc dung dich gradien CsCl.

k) gi6 dich ndi chia virut véi cac virion dugc 1am giau cubi cung vao
dung dich gradien CsCI.

1) siéulytam & tbc d6 30000 vong/phit & 4°C trong 16 h.

m) thu duge hai dai sau khi ly tAm. Dai trén c6 mau nhat chita chii yéu
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1a capsit adenovirut rong khong co kha nang gay nhlem trong khi dai duéi co
mau sang hon chira cac virion sdng cn dugc thu gom. Dai dudi dugce thu gom
bang kim 16 ¢&.

n) thdm tach miu thu gom bing TBS (10mM Tris, 0,9% NaCl, pHS,1)
trong 1 gid va tiép theo v6i TBS chura 10% glyxerol hai 1dn (mot gid mbi 1an)
dé loai bo CsCl;

0) chia adenovirut di dugc tinh ché thanh lugng nhé vao éng EP.

p) xdc dinh viéc dinh lugng protein téng trong chit thim tach bing
méay quang phé Eppendorf (Eppendorf Biophotometer) véi 1 pg protein virut
tuong ng voi 4x10° virion,

qQ) dé bao quan lau dai thi bao quan & nhiét d6 -70°C, dé bao quan
trong thoi gian ngén thi bao quan & nhiét do 4°C; luong bao quan du trt khong
thédp hon 1E+11 VP don vi/dd chira phin chia nhd sau khi chia thanh lugng
nhé; su khuéch dai quy md 16n duoc mo ta trén ddy nghia 1a thu dugc luong
virut trén 1E+12 VP don vi/dd chira phén chia nho.

r)  do cé su khac nhau vé& hiéu tmg gy nhidm cta adenovirut ddi véi
cac dong té bio khac nhau va hiéu tng gy doc té bao cua virion dugc tinh dén,
can x4c dinh liéu lugng virut bang phuong phap pha lodng gradien theo chubi.
Céc té bao dich dugc gy nhiém virion vé6i lwong twong ddi véi sb té bao 1: 1,
10: 1, 100: 1, va 1000: 1; Polybrene (1,5-dimetyi-1,5-diazaundecametylen
polymetobromua) durgc bd sung véi thé tich trong d6i vao moi truong 1: 1000.
bia dugc ly tdm & 37°C trong 30 phut.

s) thay thé mdi trudng 8-12 h sau khi gdy nhi®m va thu gom virut.

2-6) Kiém soat dinh tinh d6i véi dong géi adenovirut tai t hop .

Téng lugng virut gdy nhiém =1,05x10*PFU/3ml

2-7) Bao quan adenovirut tai t5 hop

Dung dich dém béao quan: 4% sucroza, 2mM MgCl,, 10mM Tris, d6 pH

8,0

Nhiét d6 bao quan: -80°C
Vi du 3: Chuyén nhiém té bao min-6

1. Mbi trudng co ban cho té bio min-6

DMEM (Gibco 11995) 830ml

FBS (Gibco. US) 150ml
P/S 10ml
Hepes (1M) 10ml
B-mercaptoetanol 10pl

Céc dia petri c6 bé mit ciia chung khong dugc xir Iy dé nuoi ciy té bao
va tat c4 déu 13 binh ciu ficol.

Céc diéu kién : 37°C; CO, 5%; d6 4m twong dbi 95%

Vecto plasmit pIRES2-EGFPs duogc didu ché trong Vi du 2 mang gen
dang quan tdm (Vi du 1 hodc Vi du so sanhl) dugc chuyén nhiém vao aminé
dong té bao theo Lipofectmine 2000 (invitrogen) quy trinh. Cac budc chi tiét
nhu sau:

Ngay 1: Cac té bao dugc lam déng lanh trong nito long dugc hdi sinh
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va duoc gieo trong binh ciu nubi ciy 25 cm®.

Ngay 2: Moi truong nudi cdy duge thay thé.

Ngay 3: Céc té bao dugc cit bang dung dich trypsin 0,2% (Gibco) khi
sinh truéng dén téc d6 hop luu 1a 90% va duge gieo vao dia 6 16 & ty 18
2x10° té bao/ml (rit chit khang sinh tai thoi diém nay).

Ngay 4: 4 pg vecto d3 duoc tuyén tinh hoéa, 10pl Lipofectmine, va
Opti-M [én dén 100 pl duge tron va dé mot minh & nhiét do trong phong
trong 10 phiit. TAt ca cac hdn hop duoc bd sung vao moi truromg nudi cdy déi
v6i t& bao min6 va duoc trén manh dén déng nhét. Hon hop thu dugc duoc
dé mot minh ¢ 37°C trong CO, 5% & d6 4m tuong ddi 95% trong 24 h. Pong
thoi, thiét 1ap kiém chung am.

Ngay 5: Mbi trudng nudi cdy dugc thay thé. (Mbi truong nuéi chy
chira chat khang sinh c¢6 thé duoc st dung Theo cach khéc).

Ngay 6: Mbi trudng nudi cdy duogc thay thé va cé bd sung chit khéng
sinh G418 (400 ug/ml) dé sang loc cac dong té bao di dugc chuyén nhiém én
dinh (xem trong Fig. 5, quan sat thdy ring trong trudng tbi protein huynh
quang xanh 14 ciy d4 dugc biéu hién) trong 8 ngay lién tiép.

Sau khi dong t€ bao biu hién bn dinh protein GCK ngoai sinh duogc
sang loc, n6 dugce nhédn dién & mirc b gen cia nod béng PCR. Nhim muc dich
nay, tac gia sang ché da thiét ké cdp doan mdi dic hiéu cho trinh tu vecto (doan
mdi xudi: 5’-GCGGAGAAGCCTTGGATATT-3>; doan mdi nguge: 5°-
TTTGATAGCGTCTCGCAGAA-3’), va di xac nhan bang cac thir nghiém va
sip xép thang hang ring cac doan mdi khong thé khoi mao su khuéch dai tix bd
gen ctia dong té bao min-6, nhung c6 thé tao ra san phdm khuéch dai c6 kich
thudc 653bp tir vecto da duge dura vao. Tac gia sang ché ciing thiét ké cap doan
mdi  dic  hiéu cho bd gen min-6 (doan mdi  xudi: 5-
CAAGCCCTGTAAGAAGCCACT-37; doan moi ngugc: 5-
TGCTTCCAGCTA CTTGAGGTC -3°), va ciing di x4c nhan bing cic thir
nghiém va sip xép thing hang ring cic doan mdi khong thé khuéch dai san
pham dic hidu bét ky tir vecto di dugc dua vao va c6 thé tao ra san phim co
kich thurée 956 bp tir bd gen ciia dong té bio min-6.

Vi vay, hai san phdm d3 dugc khuéch dai véi kich thude khac nhau c6
thé quan sat dugc sau khi khuéch dai bd gen min-6 mang ngoai sinh ADN (xem
trong Fig. 4).

Chiét ADN bd gen ciia té bao min-6

Diéu ché cac chit phan Gng can thiét

Dung dich dém phén gidi proteinaza K (dung dich dém Proteinaza K
SNET)

20mmol/L Tris-Cl (pHS,0)

Smmol/L. EDTA (pHS,0)

400mmol/L NaCl

1% (m/v) SDS

400pg/ml Proteinaza K

Céc té bao duoc cit bang proteinaza tuy trude khi chiét ADN bd gen
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theo céc budc sau:

A BO sung proteinaza va t & 56°C qua dém.

B B sung etanol khan trong hai 14n thé tich va lic déu dén dong
nht.
Pé hdn hop thu dugc mt minh & -80°C trong t lanh.
Ly tdm & tbc do 12000g trong 15 phut
Loai b6 dich néi.
Rira vién ADN béng etanol 75%.
Ly tAm & tbc do 12000g trong 10 phut.
Rira vién ADN bang etanol 75%.
Ly tam & tbc do 12000g trong 10 phut.
Sy kho vién ADN.
Hoa tan vién ADN trong nuéc tinh khiét.

ADN dugc dinh lIwong bing may quang phd UV va duoc pha lodng
béng nuée tinh khiét theo nﬁ”)ng d6 ADN dé thu dugc néng dd AND cudi 13 50
ng/pl cho dung dich hoat dong. Dung dich gdc duoc bao quan trong ti lanh -
20°C cho dén khi sir dung, va dung dich pha lodng cta n6 dugc bao quan trong
t0 lanh -4°C va hoat dong nhu khudn mau PCR hitu ich trong phan ting PCR.

AT T IEmQTmEHUOO

H¢é phéan tmg PCR 10 pl
10xdung dich dém PCR (khéng chira Mg™") 1,0 pl
dNTP (25 mM) 0,2 ul
MgCl, (25 mM) 1,0 ul
Poan mdi 1(Xudi/ngugc) 1,0 pmol
Poan mdi 2(Xudi/nguoc) 1,0 pmol
DMSO (dimetyl sulfoxit) 0,5 ul
ADN polymeaza AmpliTaq Gold 0,05 pl (5 U/u)
B6 gen ADN khuon méu (50 ng/pl) 2,0 ul
H,0 Bb sung Ién dén 10,0 pl

clia tong hé
Chuong trinh phan tng PCR TouchDown
1=95°C kéo dai 8 phut
2=94°C kéo dai 30 gidy
3=68°C kéo dai 1 phut
-1,0°C cho mdi chu trinh
4=72°C kéo dai 45 giay
5= quay tr& vé 2, 12 chu trinh
6=95°C kéo dai 30 gidy
7=54°C 1 kéo dai 5 gidy
+1 s cho mdi chu trinh
8=72°C kéo dai 45 giay
9= quay tr& vé 6, 30 chu trinh
10=72°C kéo dai 60 phut
11=4°C duy trinh kéo dai (lién tuc)
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San phim dugc khuéch dai bing PCR dugc nhan dién bing dién di gel
agaroza 1,2%. Két qua nhan dién dugc thé hién trén Fig. 4, trong do Dai 0 la:
Plasmit G262, Dai 1: B§ gen G261min-6, Dai 2: Bd gen G261min-6, Dai 3: B
gen (G262min-6, Dai 4: B gen G262min-6, Dai 5: Plasmit G261, Dai 6:
Plasmit G261, Dai 7: bd gen min-6 dang dai, Dai 8: kiém ching am (nuéc),
Dai 9: kiém chimg 4m (nudc), Dai 10: Plasmit G262, Dai 11: bd gen min-6
dang dai, Dai 12: B§ gen G261min-6, Dai 13: B6 gen G262min-6, va Dai M:
AND danh diu kich c& khéi lugng phén tir.

2. Té biao min-6 duoc gieo ddng déu vao dia 12 15 v6i muc do sao chép
trong bdn giéng cho mdi mau. Cac té bao dugce x4c dinh mirc ddng bo bing
huyét thanh nghéo: dich ndi méi trudng nudi cdy duge hat nhd giot ra, cac té
bao duge rira hai 1An véi dung dich dém Krebs-Ringer bicarbonat khéng chira
dudng (KRBB) va duge xir Iy so by bang KRBB khéng chtra dudmng+ 0,1 %
BSA trong 2 h. Ché phdm cho méi truong KRBB khong chira duong+ 0,1 %
BSA 1a nhu sau: '

KRBB 1L
NaCl 6,9496 g

KCl1 354 mg

NaHCO; 420 mg

MgSO, 144,4 mg

KH2PO4 160,6 mg

HEPES 4,766 g

CaCl, khan 281,915 mg

PH7,4

BSA 0,1% (ndng d6 cubi)

3. Dich ndi moi trudong nudi céy dugc hit nhé giot ra, va sau dé céc té
bao dugc xir Iy bing KRBB G2.8 + BSA 0,1% hoic KRBB G25 + BSA 0,01%
trong 1 gio, trong d6 G2.8 cho biét ndng d6 glucoza 1 504,448mg/L va G25
cho biét ndng do glucoza 13 4,504g/L.

4. Dich ndi duge thu gom tir 3 giéng va bao quan & -20°C cho dén khi
duogc thir nghiém.

5. Céc té bao trong dia thir tu duoc cit va dugc dém trong thiét bi dém
hong cau dé tinh toan theo thng ké sb té bao trong mdi mau.

6. Cudng do tiét insulin tir t& bio min-6 trong diéu kién ndng do glucoza
cao dugc xac dinh b%lng thir nghiém mién dich phong xa.

Trong thtr nghiém mién dich phéng xa, c6 quan hé ham giita lugng
insulin trong miu va sé luong '*I cpm trong mau. Vi vy, dudng cong chuin
phai dugc dung dd thi trong mdi thir nghiém dé tinh toan quan hé ham gitta
luong insulin va sb luong '*I cpm.

Tao ra dudng cong chudn va do cic miu

Béng 1: Luong insulin va sé lvgng '*I cpm trong cic mau chudn

1U/ml CPM
Chuén 1 2 9692
Chuén 2 4 8191
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Chuén 3 15 6471
Chuén 4 40 3636
Chuén 5 175 2151
Chuén 6 300 1519

Nhu duge thé hién trén Fig. 2, dua trén co s& luong insulin va sb lugng
1251 cpm trong cac mau chuén, quan h¢ ham gitra don vi insulin (1 don vi/ml) X
va sb lugng Py duoc thiét 1ap nhu sau:

y =-1649,8Ln (x) + 10590 Cong thuc 1
Do dé6
x = exp[(10590 - y)/1649,8] Cong thirc 2

S6 lwong I cpm trong dich ndi tir moi truong nudi cdy dang dai,
G261min-6, vd G262min-6 duogc xac dinh thuc té va sau d6 dugc chuyén thanh
luong insulin d dugc tiét bang cach tinh toan theo Cong thuac 2.

Bang 2: Luong insulin d3 tiét

pU/ ml (x) CPM (y)
Dang dai 53,0261 4045
G261 54,79043 3991
G262 64,065 3733

Tir Bang 2 c6 thé thiy ring G262 c6 tac dung tang tiét insulin dang ké,
diéu d6 cho thiy hoat tinh glucokinaza ciia G262 cao hon dang ké so vé6i hoat
tinh nay cia dang dai.

Vi du 4: Thtr nghiém in vivo adenovirut tai td hop trén dong vat

1. Nubi dong vat thir nghiém (Chudt GK)

Chuét GK dung lam dong vét thir nghiém dugc mua tir Phong thi
nghiém dong vat gim nhdm quéc gia, chi nhanh Thuong Hai, Trung Qudc.
Dong vt thir nghiém, chudt GK, chuét SLAC/GK méc bénh dai thao dudng
typ 2, dugc nudi ndm 1975 tai Tohoku University. Chting duge thiét 14p bing
cach sang loc ra cac ca thé c6 mirc glucoza huyét tdng ra khdi cac con chudt
WISTAR d4 dugc giao phéi ciing giéng. Cac con chudt cai dat sy thanh thuc vé
gi6i tinh & 8 dén 10 tudn tudi va cac con chudt duc & 10 dén 12 tudn tudi. Giai
doan mang thai kéo dai tir 21 dén 23 ngay, s6 lta dé ndm trong khoang tir 7
dén 9, ty 1¢ thu thai 13 60%, va thoi ky tiét sita kéo dai trong 28 ngiy. Chudt
GK dugc st dung rong rdi trong nghién ctru vé& bénh dai thao duong phu thude
khong insulin (NIDDM, type II bénh dai thdo dudng). Sau khi bi bénh d4i thao
dudng tin cong, glucoza huyét tang, tiét insulin suy giam, v.v. xuAt hién nhanh
& chudt GK, bi cac bién chirmg nhu bénh vdng mac, bénh mao mach, bénh thin
kinh, bénh thén trong cic giai doan mudn hon. Trai v4i cdc md hinh loai dong
vat gam nhdm khac méc bénh dai thao dudng typ II, chudt GK 13 kiéu khong
béo. 20 con chudt GK 10 tuin tudi dugc chon trong vi du nay va dugc cho tiép
can tuy thich véi thitc dn va nuéc trong mot tuln.

2. Duodng dung adenovirut tai t6 hop tir Vi du 2
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(1) Bao ché dugc phim tiém

Nhém dung dich dém phosphat duge diéu ché tuong ng véi cac liéu
dung dugc thé hién trong Bang 3, va sau d6 duge khir trung & 121°C trong 60
phut Trong diéu kién v6 tring, adenovirut tai to hop gbc tir céc bude tir 2 dén 6
trong Vi du 2 duge loc bang mang loc Millipore 0,45 pm. Cac méanh vun té bao
duoc loai bo. Phan loc dugc thu gom vio bng ly tm vo trung va duogc ly tdm &
tdc do 8000 vong/phut trong 1 gid. Dich ndi duge b di. Vién virut thu dugc
duoc phan tan vao trong dung dich dém phosphat d3 dugc hap trén diy dua
trén co s& hiéu giad duoc thé hién trong Bang 3, thu dugc duge pham tiém theo
sang ché.

Bang 3

Thubc Cong Cong Cong Cong Cong
thuc thic pha thic thirc pha thac
pha ché ché pha ché ché4  pha ché
1 2 3 5

Dung dich dém phosphat 99 95 90 85 80

(% khéi lrong)

Inositol (% khéi luong) 1 0 0 10 15

Sorbitol (% khéi luong) 0 5 0 5 0

Sucroza (% khéi luong) 0 0 10 0 5

Chit diéu chinh 4p suit nati  kali natri kali natri

thAm thdu va ndng d6 clorua clorua clorua  clorua clorua

(mol/L) 0,9 0,5 0,9 0,5 0,9

Ap suit thim théu 200 300 400 450 500

( mOsm/kg)

Hiéu gia virut (pfu/ml) 10° 10 108 10° 10"

Adenovirut tai to hop pAd-GFP-G261 hoic pAd-GFP -G262 tir Vi du 2
duoc tiém 14n luot q.d. & lidu lwong 13 10" pfu/Kg thé trong qua tinh mach nio
trong 3 ngay lién tiép. Mdi ché phdm dugc tiém vao hai con chuot.

(2) Phuong phép thir nghiém glucoza huyét

Thtr nghiém glucoza huyét dugc thyc hién trén 0,5ml miu méu dugc thu
gom tlr tinh mach géc mit ctia chudt, bing cach sir dung may theo doi glucoza
huyét HEA-214 ctia hing OMRON theo huéng din ctia nha san xuét.

(3) Két qua v& viée xé4c dinh glucoza huyét & chuét

Céac con chuft dugc tiém vecto virut tai t6 hop biéu hién glucokinaza
dang dai (G261) dugc danh sb 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, va 10. Cac con chudt
dugc tiém vecto virut tai t6 hop biéu hién glucokinaza thé dot bién (G262)
dugc dénh s6 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, va 20. Mou méu tring duoc thu
gom tir tat ca cac con chudt va dugc thir nghiém vé& muc glucoza huyét trude
khi tiém. Cac mAu méu sau khi tiém duoc thu gom 8 14n & cic giai doan khac
nhau va dugc thir nghiém vé muc glucoza huyét. Cac thoi didm 14y mAu va cac
két qua da xac dinh dugc thé hién trong cac Bang 4 va 5.
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Béng 4. M6 ta vé glucoza huyét (GLUmmol/L) d6i véi G261

Nhém | 2008-12- | 2008-12- | 2008-12- |2009-1-| 2009-1- | 2009-1- | 2009-1- {2009-2-| 2009-2-
Ngay 17 27 29 8 14 20 27 5 11
trudc khi | saukhi | saukhi |saukhi| saukhi | saukhi | saukhi | saukhi | sau khi
tiém tiém tiém tiém tiém tiém tiém tiém tiém
G261 | 1 17,4 11,2 13,8 15,2 16,1 17,1 17,5 17,6 17,5
2 16,9 10,8 14 14,9 15,5 16,5 11,8 16,8 16,7
3 14,2 10,6 11,8 15,2 15,1 14,1 14 14,1 14,3
4 17,5 13,4 13,2 14,2 15,3 16,9 17,4 17,3 17,2
5 17,8 13,2 13,8 15,1 15,2 17,1 17,6 17,4 17,6
6 18,5 12,1 13,7 14,9 15,2 17,9 18,1 18,3 18,3
7 19,5 11,8 12,9 14,1 15,8 18,1 18,8 19,6 19,1
8 18,3 11,5 13,2 15,1 14,9 18,2 18,1 18,2 18,4
9 16,8 10,8 12,9 13,2 14,2 16,1 16,5 16,5 16,9
10 18,6 11,2 12,6 14,3 15,2 16,8 18,3 18,4 18,3
Gia tri 17,55 11,66 13,19 14,62 | 15,25 16,88 16,74 | 17,42 | 17,43
trung
binh
Béng 5: Mo ta vé glucoza huyét (GLUmmol/L) dbi véi G262
Nhém | 2008-12-|2008-12- | 2008-12- |2009-1-| 2009-1- | 2009-1- | 2009-1- |2009-2-| 2009-2-
Ngay 17 27 29 8 14 20 27 5 11
truée khi | saukhi | saukhi |saukhi | saukhi | saukhi | saukhi | sau khi | sau khi
tiém tiém ti€m tiém tiém tiém tiém tiém tiém
G262 | 1 13,4 6,9 7,7 8,5 7,2 7,6 7,0 6,8 6,9
2 19,7 12,5 11,0 6,8 8,7 8,1 8,9 7,4 6,8
3 19,0 7,8 8,4 8,3 8,5 8,7 7,7 7,2 9,2
4 15,7 10,4 10,0 8,1 9,8 9,9 10,2 10,3 8,8
5 19,5 8,0 10,3 8,5 8,5 7,4 7,2 7,9 9,7
6 14,4 6,8 8,2 12,4 1,3 9,6 8,9 8,8 8,2
7 18,4 5,8 9,8 7,9 10,8 10,2 9,9 9,7 8,9
8 18,0 12,2 10,8 10,2 9,3 7,9 7,6 7,2 7,1
9 13,8 8,8 8,2 7,9 8,5 8,8 8,2 7,8 6,3
10 17,8 9,9 11,2 10,1 8,5 7,7 8,4 8,8 7,5
Gia tri 16,97 8,91 9,56 8,87 8,11 8,59 8,4 8,19 7,94
trung
binh

Tir dit liéu dugce ghi lai trong cac Bang 4 va 5 c6 thé thiy ring hoat tinh in vivo
ctia thé dot bién glucokinaza cta ngudi theo sang ché 1am giam mtc glucoza
huyét va d9 6n dinh cia n6 t6t hon nhidu so véi glucokinaza dang dai cua
ngudi. Mirc glucoza huyét & mé hinh chudt mic bénh dai théo dudng typ II ¢o
thé duogc kiém soat mot cach hiéu qua béng cach tiém vao co thé dong vat
adenovirut tai td hop chira gen m3 héa thé dot bién glucokinaza ctuia nguoi theo
sang ché, do d6 c6 thé diéu tri bénh dai thao dudong nho ting tiét insulin mot

-22-




24324

cach hiéu qua.
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YEU CAU BAO HO

1. Gen m3 héa thé dot bién glucokinaza cta ngudi, khac biét & chd, gen nay
co:

(1) trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2; hoic

(2) trinh tu nucleotit déng nhét véi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2
chi khéc 13 khung doc mé (open reading frame - ORF) nam trong khoang tir vi
tri 487 dén 1884 cia trinh tr nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2, va ¢6 ORF ma
hoa trinh tu axit amin giéng nhu trinh tu da dugc ma hoa bdi ORF cua trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2.

2. Thé dot bién glucokinaza ciia ngudi, khac biét & chd, gen mi héa thé dot
bién glucokinaza ciia ngudi 1a gen m3 hoa thé dot bién glucokinaza cia nguoi
nhu dugc x4c dinh trong diém 1.

3. Vecto tai tb hop bao gdm vecto va gen dang quan tadm chuaa trong d6, khac
biét & chd, gen dang quan tdm 13 gen mi héa thé dot bién glucokinaza cua
ngudi nhu duge xac dinh trong diém 1.

4. Vecto tai tb hop theo diém 3, khac biét & chd, vecto duge chon tir nhém bao
gdm vecto tach dong v6 tinh, vecto biéu hién nhan chuln, vecto biéu hién nhan
so, va vecto con thoi.

5. Vecto tai to hop theo diém 3, khéc biét & chd, vecto duge chon tir nhém bao
gém pIRES2-EGFP, pCMVp-NEO.BAN, pEGFT-Actin, va vecto adenovirut.

6. Vat chu, khic biét & chd, vat chli nay chira vecto tii td hop nhu dugc xac
dinh theo diém bat ky trong sb cac diém tir 3 dén 5.

7. Vat chu theo diém 6, khac biét & chd, vat chu nay dugc chon tir mot hoac
nhiéu Escherichia coli, t& bio 239, t& bio min-6 va t& bao beta tidu dao cta
nguoi.
8QDugcph§ngkhécbﬁt6ch5,duqcphénr@ychﬁatéduqcduchungvérn@t
hoic nhiéu chét dugc chon tir thé dot bién glucokinaza cia ngudi nhu dugc xac
dinh trong diém 2 va vecto tai t6 hop nhu duge xac dinh trong cac diém tir 3
dén 5.

9. Dugc pham theo diém 8, trong d6 duoc phdm nay 13 duge phdm tiém chura ta
dugc duoc dung va mét hoic nhidu chit duoc chon tir vecto tai td hop nhu
duogc xac dinh trong cac diém tir 3 dén 5.

10. Dugc pham theo diém 9, trong d6 ta dugc dugc dung la dung dich dém
phosphat véi gia tri pH nam trong khoang tir 4,0 dén 9,0; va tr 10> dén 10'"ban
sao vecto ti td hop chira trong mot mililit dugc pham tiém.

11. Dugc pham theo diém 10, trong d6 duoc pham tiém nay con chira chét bao
vé va/hoic chit diéu chinh 4p suét thim théu; lugng chéit bao vé nay nim trong
khoang tir 0,01 dén 30% khéi luong dugce phém tiém, chét bao vé 1a mot hodc
nhiéu chét dugc chon tir inositol, sorbitol, va sucroza; lugng chét diéu chinh ap
sudt thAm thdu cho phép 4p suit thAm thiu cua dugc phim tiém ndm trong
khoang tir 200 dén 700 mOsm/kg v6i chét didu chinh 4p suat thdm thiu 13 natri
clorua va/hoéc kali clorua.
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