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TOM TAT: Erythropoietin (EPO) la mét hormone tao mdu. N6 kich thich tiy xuong sén xudt hong
cdu & déng vat hiu nha va duoc st dung trong diéu tri thiéu mdu lién quan dén bénh suy thdn
man tinh va diéu tri ung thu. DE€tdng nédng sudt trong san xudt EPO thi viéc chon loc duoc nhiing
dong té€ bao biéu hién EPO cao la diéu rdt can thiét. Vi vdy, phuong phdp doéng chuyén duoc st
dung dé chuyén pEPO va pGFP vao té€ bdo CHO-K1 béing lipofectamine. Ti 1€ phi hop cho viéc
chuyén gen la 1pGFP:3pEPO véi 1ug luong DNA téng. Sau khi c6 su biéu hién protein tam thoi,
té bao duoc nudi cdy trong méi trudng chon loc véi 100 ug/ml zeocin trong hai tudn nhdm chon
loc duoc nhing té bao cé vector nguyén ven da sdp nhdp 6n dinh vao DNA té€ bao cha. Sau dé,
dua vdo su biéu hién ciia GFP, cdc té bao biéu hién EPO cao duoc phan tdch bdng phuong phdp
FACS™. Cudi cting, nébng dé EPO duoc tiét ra tur cdc t€ bao chuyén gen én dinh dugc dinh lugng
bdng phuong phdp ELISA? gidn tiép trudc va sau khi chay FACS. Luong EPO san xudt da tdng

ddng ké tir 8,1 dén 20,4 pg/té bao/ngay & ldn chay FACST va 24,6 & ldn chay FACS2.

1. MG PAU

Suy than man (Chronic kidney disease - CKD) la héi ching
than mat chic nang dan dan va ngay cang nang theo thai
gian. Nguyén nhan chd yéu ctia thiéu mau la sy thiéu hut
san sinh EPO do suy than man. Ngoai ra con do nhimng yéu
t6 gép phan nhu thiéu sat, cac yéu t6 lién quan dén mat
méu, bénh viém, nhiém khuan.

EPO da dugc dua vao san xuat thuong mai va mang lai lgi
nhuan khéng 16, vi du nhu cédng ty Genentech’s (Vacaville,
CA, My), chi v6i mot mat hang duy nhat la thuéc chira
bénh thi€u mau do suy than EPOGEN (AMGEN), ban chat
la EPO téi t6 hgp san xuat ti t€ bao CHO da thu Igi trung
binh hang nam 1a 6,5 ti USD. EPO tai t6 hgp ngudi dugc
dung dé diéu tri thi€u mau & bénh nhan suy than man tu
nam 1986 dudi tén la Epo, Epoetin, Eprex.

(*): Green Fluorescent Protein; (**): Chinese Hamster Ovary

Nhu cau EPO & Viét Nam hién nay rat I6n nén can cé moét
san pham EPO c6 chat lugng tuong duong va gia thanh
haop ly. Do dé viéc tao ra mot dong té bao biéu hién muc
EPO cao nhu mét nguén nguyén liéu ban dau trong cong
nghé san xuat EPO la can thiét. Tuy nhién, theo phuong
phap truyén théng - tao dong té bao don bang phuong
phép pha loang téi han doi héi rat nhiéu thai gian va co

i thé& mat di mot s6 luong dang ké cac té bao c6 bidu hién

EPO cao. Nghién ctu da rat ngan thaoi gian va tang nang
suat trong viéc phan tach cac té bao c6 biéu hién muc

i do cao.

2. VAT LIEU-PHUONG PHAP
2.1.Té bao, vector, héa chat, thiét bi

i T&bao CHO-K1 (ATCC CCL61), hoa chét dung dé nuoi cdy té

bao Ham’s F12, chuyén gen lipofectamin, ELISA, FACS cla

(1): Flousescence Activated Cell Sorting; (2): Enzyme - Link Immuno Sorbent Assay
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cachang Sigma, Fermentas, Invitrogen... dugc pha tuy theo
muc dich si dung va theo huéng dan clia nha san xuét.

2.2, Phuong phap
2.2.1. Tdch dong té bao theo phuong phdp flow cytometry

Phuong phap flow cytometry dugc st dung dé tach nhiing
té€ bao biéu hién cao dua trén su phat sang cla protein
huynh quang. Céc té€ bao da dugc tach ra nay dugc kiém
tra su biéu hién EPO bang phuong phap ELISA. D€ chic
chén thu dugc nhimng té bao mong muén, nhing té bao
c6 muic d6 biéu hién cao, cac té bao sau chuyén gen dugc
phan loai 2 1an bang phuong phép flow cytometry va tién
hanh kiém tra EPO biéu hién sau méi lan phan loai.

2.2.2. Ddnh gid su biéu hién EPO bdng phuong phdp ELISA
gidn tiép

Phuong phap ELISA gian tiép duoc sir dung dé kiém tra su
biéu hién tam thdi va su biéu hién én dinh cla gen EPO.
Phuong phap nay dugc st dung dé xac dinh s6 lugng EPO
dugc tao ra trén mot ngay cla mot té bao dé phan tach
nhing té€ bao biéu hién EPO & muic cao.

2.2.3. Phan tich dit liéu

Dir lieu dugc phan tich bang phuong phap théng ké
ANOVA véi phan mém SPSS ver.19. Cac két qua duogc chia
thanh 2 nhém. Nhém thi nhét, sau khi chuyén gen vao
céc té bao, mic EPO cua céc t€ bao chuyén gen tam thoi
va 6n dinh dugc kiém tra dé lua chon mot nhom cé su bidu
hién EPO cao nhat. Nhom thi hai, sau khi lua chon cac té
bao biéu hién EPO cao nhét, cac t€ bao nay dugdc sang loc
theo phuong phap flow cytometry va sau d6 két qua dugc
phan tich d€ danh gia muc EPO sau khi sang loc.

3. KET QUA

3.1. Xac dinh ham lugng EPO bang phuong phap ELISA
Méi trudng nudi cdy té bao chuyén gene én dinh dugc
thu nhan sau 72 gid dé tién hanh lam ELISA nham xac
dinh ham lugng EPO do té bao tiét ra. D6 thi tuyén tinh
y = 0.008x + 0.088 (hinh 3.1) da dugc xay dung tu gia tri
OD (Gi4 tri mat dé quang) clia cac néng d6 chuin EPO
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Hinh 3.1. D6 thi biéu dién két qua OD.so
theo cdc néng do EPO chuan
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tur 0-500 ng/ml nham do ham lugng EPO thu dugc ti cac
mau té bao nudi cdy.

So sanh ndng dé trung binh EPO dugc san xuat gilra cac
dong té bao, két qua cho thdy téng luong DNA dung trong
chuyén gen cho hiéu qua t6t nhat 1a 1ug, trong d6, dong
t€ bao co6 ti & GFP:EPO 1a 1:3 san xudt EPO nhiéu nhat
(hinh 3.2). Do d6, dong té bao nay dugc chon st dung cho
thi nghiém ké tiép.
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Hinh 3.2. Biéu d6 so sanh nong do EPO duoc tiét
gi(ta cac dong té bao chuyén gen theo ti Ié va lugng DNA

3.2. Sang loc té bao biéu hién EPO cao

Sau khi chuyén gen thanh céng, ti€n hanh thu nhan nhiing
té€ bao biéu hién EPO manh. Theo két qua cua thi nghiém
trén, dong té bao ¢ ti 1é GFP:EPO la 1:3 dugc st dung dé
sang loc ra nhing té bao biéu hién EPO manh.

Phuong phap FACS dugc st dung dé thu nhan nhiing
té bao biéu hién EPO manh bang cach phan lap nhimng
té€ bao biéu hién GFP. Nhiing té bao biéu hién GFP dugc
quan sat bang kinh hién vi huynh quang (hinh 3.3). Néng
d6 EPO cia mau sé dugc tinh toan theo cong thic x = (y
+ 0.088)/0.008 (Bang 3.1).

Hinh 3.3. T& bao chuyén gen biéu hién gfp
sau 10 ngay chon loc

Té bao dugc dua vao may FACS dé thu nhan nhing té
bao c6 biéu hién GFP. Viéc sang loc dugc lap lai 2 1an. Té
bao trudc va sau madi lan sang loc déu dugc danh gia kha
nang tiét EPO théng qua phuong phép ELISA. Té bao sau
khithu nhan sé dugc nudi duy tri trong moi trudng Ham/

! F12cobé sung 5% FBS, 50 pg/ml Zeocin.

STINFO .27. September 2011



»» Khéng Gian Cong Nghé

Bdng 3.1. Nong do EPO dugc san xuat tuong (ng vai

cac dong té bao chuyén gen theo ti 1é va lugng DNA (ug/ml)
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Hinh 3.4. Két qua sang loc bang phuong phap
FACS (a: Ian1 b: Ié 2)

Két qua FACS va quan sat té bao dugi kinh hién vi huynh
quang cho thdy, trudc khi sang loc, trong quan thé té bao,
ti 1& t€ bao khéng biéu hién GFP dat 19,6%, ti |é t& bao
biéu hién GFP dat khoang 80%, trong dé 47,99% té bao
biéu hién GFP & muc trung binh, 32,98% té€ bao biéu hién
GFP & mUic cao, muic d6 phat sang khong én dinh & cac

H
H

té bao. Sau khi sang loc, ti 1& té bao khéng biéu hién GFP
gidm manh (dat 3,96%), ti 1& t€ bao phat huynh quang
tang ro rét, dat khodng 95%, trong do, ti & t& bao biéu
hién GFP & mic trung binh giam (dat 29,71%), ti lé t& bao
biéu hién GFP cao tang (dat 65,05%) (hinh 3.4 a, b), cudng
dé phat sang manh (hinh 3.5). Biéu nay cho thdy sau 2 lan
sang loc, dong té bao thu dugc hau hét biéu hién GFP.

Hinh 3.5. T& bao biéu hién GFP trudc va sau FACS
a. Trudc FACS; b. FACS 1an 1; c. FACS 1an 2

Nong dé EPO dugc san xuat cling ti 1é thuan véi muc do
biéu hién GFP ctia dong té bao (hinh 3.6). Vi mat do té bao
trong cac dia nudi qua cac lan sang loc khéng bang nhau
nén néng dd EPO ng/ml dugc chuyén sang don vi pg EPO/
té bao/ngay. Sau lan sang loc dau tién, lugng EPO tiét ra
cla 1 té bao trong 1 ngay tang manh (8,1 dén 20,4 pg
EPO/té bao/ngay). Sau lan sang loc thar 2, lugng EPO tiét
ra ti€p tuc tang nhe (20,4 dén 24,6 pg EPO/té bao/ngay).
Diéu nay cho thay, dong té bao biéu hién GFP cang manh,
néng dé EPO dugc tiét ra cang cao.
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Hinh 3.6. Lugng EPO do 1 té bao tiét trong 1 ngay
trudc va sau FACS
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4. KET LUAN

Dong chuyén thanh cong gen epo va GFP vao dong té
bao CHO-K1 va chon dugc ti lé 1 GFP : 3 EPO va néng do
gen chuyén 1 ug cho két qua tot nhat dé tién hanh sang
loc té€ bao biéu hién EPO bang phuang phéap FACS. Sau
khi sang loc té€ bao, lugng EPO tiét ra tang tur 20,4 dén
24,6 pg EPO/té bao/ngay. Nhiing dong té bao biéu hién
EPO & mUic cao nay co thé dugc st dung nhu mét ngudn
nguyén liéu dé€ san xuat EPO theo quy mé I6n sau nay.
Nhu vay chi trong mét thai gian ngan la 3 tuan, da thu
dugc nhiing dong té bao biéu hién EPO & muic cao bang
phuang phap FACS, nhanh hon rat nhiéu so véi phuong
phép tao dong té€ bao biang phuong phéap pha lodng tdi
han (10-12 tuan) (Thu, 2010) va lugng protein tiét ra cao
hon rat nhiéu 20,4 dén 24,6 pg EPO/té bao/ngay so vai
2,055 + 0,015 pg EPO/té bao/ngay (Thu, 2010).
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\)\/‘ ‘\ Ai théng ai?
@@ Mt luat su ndi tiéng di san vit troi & ngoai
0 thanh pho Ong ta ban dugc mét con vit
nhung né lai roi vao mét néng trai. Ludt su
tréo qua hang rao vao bén trong néng trai,
mdt néng dén trén chiéc xe may cay chan lai ong lai:
- Ong vao day lam gi?
- Téi da ban dugc mot con vit, nd roi vao day va toi dén dé
lay lai né.
- Nhung day la dat clia tdi, va 6ng khong thé 1am nhu vay
duoc.

- T6i 1a ludt su gidi nhat thanh phé déy, néu ong khong dé
t6i lay con vit t3i sé dua 6ng ra toa.

- Hinh nhu 8ng khéng biét luat 1é & day, ching t3i giai quyét
nhitng mau thudn nhd bang mét trd choi - Ngudi ndng dan
cudi rdi néi.

- N6 nhu thé nao - Vién luat su héi.

- La nhu vay, trudc tién tdi sé da 6ng ba céi va sau do ong
da lai t6i ciing ba cai, ctt nhu vay cho téi khi mot ngudi khong
con chiu ndi nita.

Vién ludt su nghi tham va quyét dinh choi tro do, ong ta
nghi rang cé thé de dang ha guc nguoi néng dan gla kia.
Ngu’orl ndng dan tién t&i gan ludt su, da cho ong ta ba céi troi
gidng bd nhdo. Vién lut su day cam hon, loang choang diing
day noéi:

- Va bay gid 130 gia kia, t6i luot ta rdi.

- Khéng, tdi xin chiu thua rdi. Ong ldy con vit di - Nguoi

ndng dan mim cudi néi. A
8 (Suu tam)
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