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Linh vwe k§ thuat dwoce dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép san xuét doc t6 botulinum, va cu thé hon d& cap
dén phuong phap didu ché doc t6 botulinum, phuong phip bao gém céac bude: (a) xu 1y
mé nudi cdy ching san xuit doc t6 botulinum bang axit dé lam két tua doc t6 botulinum;
(b) bd sung dung dich dém vao doc t6 botulinum dugc két tua nay, tiép theo xtr Iy bang
chat tc ché proteaza va nucleaza, nho do chiét doc t& botulinum:; (c) xt ly doc td
botulinum chiét dugc bang axit d& lam két tua doc td botulinum va hoa tan chit két tia

nay trong dung dich dém; va (d) tinh ché doc t6 botulinum bang sic ky trao ddi anion.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Nhiéu ching Clostridium sp. khac nhau tiét cac doc 6 than kinh da dugc phat hién
ké tir nhitng ndm 1890, va viéc md ta dic tinh cua cac doc td duge tiét ra boi cac ching
nay da dugc thuc hién trong 70 nam qua (Schant, E. J. ef al., Microbiol. Rev., 56:80,
1992).

Cac doc td than kinh co nguén géc tue cac chung Clostridium sp., tic la, doc td
botulinum, duge phan thanh bay loai (typ A dén G) tity thudc vao dic tinh huyét thanh
ctia chiing. Mdi doc t6 ¢6 protein ddc td co kich thude khoang 150 KDa va tu nhién chtra
phtrc hop cua vai loai protein khong doc. Phirc trung binh (300 kDa) gom c6 protein doc
t6 va protein khong doc khong phai ngung két t6 hdng cdu, va phuc 16n (450 kDa) va
phttc rat 16n (900 kDa) gdbm c6 phtic trung binh gin véi ngung két t& hdng ciu
(Sugiyama, H., Microbiol. Rev., 44: 419, 1980). Céc protein ngung két t hong cau khong
doc nay duge biét 1a c6 chirc nang bao vé doc td nay khéi do pH thdp va cac proteaza
khac nhau trong rudt.

Poc t6 nay duoc tong hop duéi dang polypeptit don c6 khéi lwgng phan tir khoang

150 kDa trong cac té bao, va sau d6 duoc phan cit & vi tri 1/3 bt dau tir dAu tan cung N
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nhd hoat dong clia proteaza ndi bao hodc bang cach xir ly bing enzym nhan tao nhu
trypsin thanh hai don vi: chudi nhe (L; khéi lugng phan ti: 50 kDa) va chudi nang (H;
khéi lwong phén tir: 100 kDa). Poc t6 duoc phan cdt nay c¢6 doc tinh ting manh so véi
polypeptit don. Hai don vi nay duge ndi v6i nhau qua cau ndi disulfua va c6 cac chirc
ning khac nhau. Chudi ning gin vao thu thé cta té bao dich (Park. MK., ef al., FEMS
Microbiol. Lett., 72:243, 1990) va hoat dong dé tuong tac véi mang sinh hoc & d6 pH
thép (pH 4) dé tao ra kénh (Mantecucco, C. ef al., TIBS., 18:324, 1993), va chudi nhe ¢
hoat tinh duogc ly, va do d6 mang lai kha nang thdm vao t& bao nho st dung chét téy hoac
can trd sur tiét chét dan truyén than kinh khi dugc dua vao t& bao bang cach, vi du, bién
nap bing xung dién (Poulain, B. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 85:4090, 1988).

Poc t6 nay uc ché qué trinh xuét bao cia axetylcholin & trudc xynap cholinergic
ctia diém ndi than kinh co gdy suy nhugc. D thiy rang viéc xu 1y bang luong rit nhod doc
t6 nay thé hién doc tinh, dé xuét rang doc t6 nay c6 hoat tinh enzym bét ky (Simpson, L.
L. et al., Ann. Rev. Pharmaeol. Toxicol., 26:427, 1986).

Theo mdt bao cido gan ddy, doc td nay c6 hoat tinh metalopeptidaza, va co chit
ctia né gdbm c6 synaptobrevin, syntaxin, protein lién két véi synaptosom kich thugc 25
KDa (SNAP25) hodc cic co chat twong tu, 14 cac protein don vi clia bd méy phirc hop
xuét bao. Mdi loai doc td st dung mot trong ba loai protein néu trén lam co chét cua né,
va biét rang doc tb typ B, D, F va G phan cit synaptobrevin & vi tri ddc hiéu, doc tb typ A
va E phan cat SNAP25 & vi tri diic hiéu, va typ C phén cét syntaxin & vi trf dic hidu (Binz,
T.etal, J Biol. Chem., 265:9153, 1994).

Cu thé 1a, doc td botulinum typ A dugc biét 1a tan dugc trong dung dich nudc
lodng & pH 4.0 dén 6.8. Puoc biét réng protein khong doc dn dinh dugc tach ra tir doc td
than kinh & do pH 7 hodc cao hon, va két qua 13, 1am mat din doc tinh. Cu thé 13, biét
rang dc tinh giam khi pH va nhiét do ting.

Doc td botulinum gy chét dbi véi co thé nguoi ngay ca véi luong nhd va dé san

xuit véi lugng 16n. Do d6, né 14 mét trong bén loai vii khi khing bd sinh hoc nguy hiém
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cung v&i Bacillus anthracis, Yersinia pestis va virut ddu mua. Tuy nhién, da phat hién ra
ring, khi doc t6 botulinum typ A duoc tiém & liéu ma khong anh huéng dén toan bd co
thé ngudi, né c6 thé 1am té 1iét co cuc bd & vi tri tiém. Dua trén dic tinh nay, doc td
botulinum typ A c6 thé dugc st dung trong nhiéu tng dung réng rai, bao gdm tac nhan
loai bo nép nhan, tc nhan diéu tri liét nira nguoi va bai ndo, v.v.. Do d6, nhu ciu vé doc
t6 botulinum typ A ting lén, va cic nghién ctu vé phuong phap san xudt doc t6
botulinum dé dap tng nhu cau nay cling da duogc tich cuc thuc hién.

Mot san phdm duoc ban phd bién trén thi truong hién nay 1a BOTOX® (phtrc doc
t6 than kinh tinh ché cta doc td botulinum typ A) dugc ban trén thi truong boi hang
Allergan, Inc., M¥. Lo 100-don vi BOTOX® gém ¢6 5 ng phirc doc t6 than kinh tinh ché
ctia doc t6 botulinum typ A, 0,5 mg albumin huyét thanh nguoi va 0,9 mg natri clorua va
dugc hoan nguyén nhd st dung nude mudi vo tring ma khong can chat bao quan (tiém
0,9% natri clorua). Cac san phdm thuong mai khac bao gdm Dysport® (phtc doc td
botulinum typ A cta Clostridium va ngung két t6 hong ciu, ma ¢ lactoza va albumin
huyét thanh nguoi trong duoc phdm chira doc té botulinum va duge hoan nguyén nho st
dung 0,9% natri clorua truéce khi dung) ma c6 béan trén thi truong boi hang Ipsen Ltd.,
UK, MyoBloc™ (dung dich tiém dugc (pH khoang 5,6) chira dc t6 botulinum typ B,
albumin huyét thanh ngudi, natri sucxinat va natri clorua) ma c6 ban trén thi truong boi
hang Solstice Neurosciences, Inc. Cac phuong phap thong thudng st dung dé san xuit
doc to botulinum bao gbm phuong phap két tia bang axit, phuong phap két tia bing
mudi, va phuong phap séc ky.

Vi du, Cong bd don dang ky sang ché Nhat s§ 1994-192296 boc 16 phuong phap
san xudt doc td botulinum typ A tinh thé bing cach nudi cdy vi khudn Clostridium
botulinum, theo sau 1a két tia béng axit, chiét, bd sung nucleaza, va két tinh. Hon nita,
Patent M§ s6 5696077 boc 16 phuong phép san xuét doc t6 botulinum typ B tinh thé bing
cach nuoi céy vi khuan Clostridium botulinum, theo sau 1a két tia béng axit, chiét, sac ky

trao ddi ion, sac ky loc gel, va két tinh.
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Simpson et al. sin xuat doc t6 botulinum typ A bing cach tinh ché doc & thin
kinh botulinum bang sic ky dong trong luc, theo sau 1a HPLC, bit giit nho st dung nhua
ai luc, sic ky rdy phan tir, va sic ky trao ddi ion (anion va cation) bao gdm viéc str dung
hai cot trao d6i ion khac nhau (Method in Enzymology, 165:76, 1988), va Wang et al. st
dung phép tinh ché va sic ky ion dé tinh ché doc t6 botulinum typ A (Dermatol Las Faci
Cosm Surg., 2002:58, 2002).

Hon nita, Patent My s6 6818409 boc 10 viée su dung su trao dbi ion va cot lactoza
dé tinh ché doc td botulinum, va Patent My sb 7452697 boc 16 doc td botulinum typ A
bang sic ky trao ddi ion va séc ky ki nudc. Cong bd don dang ky sang ché Han Quéc sd
2009-0091501 boc 1 phuong phép tinh ché doc t6 botulinum bang cach két tia bing axit
va sic ky trao ddi anion, va cong bd don My s6 2013-0156756 boc 16 phuong phap tinh
ché doc t6 botulinum bang séc ky trao d6i anion va sic ky trao déi cation.

Tuy nhién, cic phuong phép theo cac sang ché néu trén c6 han ché & chd viée sir
dung sic ky trao ddi anion anh hudng bét loi dén kiéu tach dai trén gel clia doc té
botulinum (Patent My s6 7452697) va & chd cac phuong phép thong thuong nay kho ap
dung thuong mai, do thoi gian tinh ché dai. Ngoai ra, do Clostridium botulinum 1a ching
san xudt doc t6 botulinum 14 vi khudn yém khi, c6 vAn d& & chd viéc 1én men vi khudn
nay can duoc thuc hién trong hé yém khi, va do d6 khé san xudt doc td botulinum véi
luong 16n. Ngoai ra, ¢6 van d& & chd thanh phan hoat tinh doc t& botulinum tinh ché bang
phuong phap tinh ché néu trén khong dugc tach va nhan dang mot cach ro rang, va do do
chira tap chét. Ngoai ra, cac phuong phap thong thuong dé san xuét doc td botulinum c6
vin d& & chd cn phai thuc hién qué trinh loc hodc thdm tach dé tinh ché doc td
botulinum cé do tinh khiét cao, d& xuét rang quy trinh tinh ché la phuc tap va kho khan.

Do d6, cac tac gia sang ché da c6 céc nd luc rat nhidu dé giai quyét van dé néu trén
X4y ra trong tinh trang k¥ thuat da biét, va két qua la, da phat hién ra rang néu mé nudi
cdy chung san xuit doc t§ botulinum dugc xir ly bang axit dé tao ra chét két tia doc td

botulinum va keét tia tao ra dugc tinh ché bang sic ky trao doi anion, cac bude loc, tham
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tach va két tua etanol c6 thé dugc bd qua, va qua trinh san xudt doc td botulinum 1a rat dé,
va doc t6 botulinum c6 dd tinh khiét 98% hoic cao hon ¢6 thé dugc san xuét boi phuong

phap san xuit niy, nho d6 hoan thanh sang ché.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich ctia séng ché 1a dé xudt phuong phap san xuét doc td botulinum c6 do
tinh khiét cao bang quy trinh don gian.

bé dat dugc muc dich nay, sang ché dé xuét phuong phap san xuat doc td
botulinum, phwong phép bao gdm cac bude: (a) xir Iy mé nudi cdy chung san xuét doc td
botulinum béng axit dé lam két tua doc tb botulinum; (b) bd sung dung dich dém vao doc
t botulinum dugc két taa nay, tiép theo xir Iy bang chit trc ché proteaza va nucleaza, nho
d6 chiét doc t& botulinum; (c) xir Iy doc té botulinum chiét duoc bang axit dé lam két tua
doc t6 botulinum va hoa tan chét két tia nay trong dung dich dém; va (d) tinh ché doc té

botulinum bang sac ky trao doi anion.

MBS ti viin tit cac hinh vé

FIG.1 12 so d6 thé hién quy trinh san xuét doc t& botulinum theo sang ché.

FIG.2 thé hién cac két qua do do tinh khiét cta doc td botulinum sau khi thuc hién
tinh ché bang sic ky trao ddi anion so cp.

FIG.3 thé hién cac két qua do do tinh khiét ctia doc t& botulinum sau khi thue hién
tinh ché bang sic ky trao ddi anion thu cp.

FIG.4 thé hién cac két qua do su taing hodc gidm in compound muscle action
potential amplitude do viéc xir Iy bang doc t6 botulinum tao ra béi phuong phéap theo
sang ché va BOTOX® (Allergan). N: khong tiém; S: tiém nuéc mubi; B2: BTX-A-1, hai
don vi; D2: BTX-A-2, hai don vi; B4: BTX-A-1, bon don vi; D4: BTX-A-2, bén don vi;
B8: BTX-A-1, tdm don vi; va D8: BTX-A-2, tam don vi.

FIG.5 thé hién cac két qua do tc do din dién do viéc xir ly bang doc t6 botulinum
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tao ra béi phuong phéap theo sang ché va BOTOX®™ (Allergan) gy ra. N: khong tiém; S:
tiém nudc mudi; B2: BTX-A-1, hai don vi; D2: BTX-A-2, hai don vi; B4: BTX-A-1, bén
don vi; D4: BTX-A-2, bdn don vi; B8: BTX-A-1, tim don vi; va D8: BTX-A-2, tam don

Vi.

Mo ta chi tiét sang ché

Trir khi c¢6 dinh nghia khac, tit ca cac thuét ngir k¥ thuat va khoa hoc st dung
trong ban mo ta nay c6 nghia gidng nhu dwoc hidu théng dung béi ngudi cé hidu biét
trung binh trong linh vic ma sang ché lién quan. Nhin chung, danh phap duogc st dung &
day va cac phuong phap thir nghiém 13 duoc biét rd va thudng duge st dung trong linh
vuc nay.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phéap san xuét doc td botulinum,
phuong phap bao gdm cac bude: (a) x@ Iy mé nudi cdy chung san xuét doc té botulinum
bang axit dé lam két tia doc t6 botulinum; (b) bd sung dung dich dém vao doc td
botulinum duge két tia nay, tiép theo xir Iy bang chit trc ché proteaza va nucleaza, nho
d6 chiét doc t6 botulinum; (c) xir Iy doc t& botulinum chiét dugce bang axit dé lam két tua
doc t6 botulinum va hoa tan chit két tia nay trong dung dich dém; va (d) tinh ché doc t&
botulinum bang sic ky trao dbi anion (FIG.1).

Doc t6 botulinum thu dugc tao ra boi phuong phép theo sang ché c6 thé duge bao
quéan bdi cac phuong phap khac nhau, bao gdm trit dong va trir dong kho.

Phuong phap theo sang ché c6 thé con bao gdm, sau bude (d), cac budce: (e) xtr ly
sic ky trao ddi anion phan doan chira doc t6 botulinum bang amoni sulfat dé tao ra két
tda, va hoa tan chit két tia nay trong dung dich dém; va (f) tinh ché doc t§ botulinum
bang séc ky trao d6i anion.

Theo sang ché, tot hon 1a ching san xuét doc t§ botulinum 1& Clostridium
botulinum, nhung khong chi gi6i han & d6, va s& 1a hién nhién v6i ngudi ¢ hiéu biét

trung binh trong linh vure nay 1a ching bt ky c6 kha ning san xuét doc t6 botulinum cé
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thé duoc st dung theo sang ché.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “doc td botulinum” nghia 12 bao gdm khong
chi doc t6 than kinh duoc san xuét boi ching Clostridium botulinum, ma con céac doc tb
botulinum bién tinh, tai td hop, lai va kham. Bdc t6 botulinum tai td hop c6 thé c6 chudi
nhe va/hoic chudi nang dugc san xuit bai loai khong phai Clostridium theo céch tai tb
hop. Ngoai ra, thuat ngit “doc t6 botulinum” nhu duoc st dung & day nghia 1a bao gém
doc t6 botulinum typ huyét thanh A, B, C, D, E, F va G, phuc doc t& botulinum (vi du,
céc phirc 300, 600 va 900 kDa), va doc té botulinum tinh khiét (vi du, phén tir doc t6 than
kinh 150 kDa), tt ca déu duoc st dung trong thuc hién sang ché.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngir “doc td botulinum san xuét duoc” nghia la doc
t6 botulinum tinh khiét hodc phtrc doc td botulinum, ma dugc tach hodc gﬁn nhu duoc
tach tir cac protein hodc tap chit khac c6 thé di kém doc td botulinum khi doc tb
botulinum dwgc thu gom tir quy trinh nuéi cdy hodc 1én men. Do d6, doc té botulinum
sén xuat dugc c6 d¢ tinh khiét 12 it nhit 90%, tot hon 14 it nhat 95%, va tGt nhat la it nhat
98%. Cu thé 1a, doc t6 botulinum san xudt dugc theo sang ché ¢o thé 1a protein doc td
botulinum typ A c¢6 d6 tinh khiét it nhit 98%.

Viéc nudi cdy chung Clostridium botulinum dé san xuét doc td botulinum c6 thé
dugc thuc hién nho sir dung phuong phap thong thuong da biét trong linh vuc nay va moi
truong thong thuong ¢ thé duoc sir dung dé nuéi ciy.

Theo vi du khong giéi han, méi truong dé nudi cdy ching Clostridium botulinum
c6 thé bao gém chét thuy phéan casein, cao nim men, glucoza va cac chét twong tu, va
viée nudi cdy duoc thuc hién & nhiét do 25 dén 40°C trong thoi gian 90-180 giv, va tbt
hon 1a 100-150 gio.

Su két tua axit & bude (a) ¢6 thé duge thuc hién béng cach bd sung axit, t6t hon la
axit sulfuric hogc axit clohydric, vao mé nudi cdy ching nay, sao cho mé nudi cdy nay
dat pH 3,0-4,5, t6t hon 1a 3,3-4,0, va tét nhat 14 3,4-3,6, nhu do duoc béi bd cam bién pH.

Su két tia axit & bude (a) duge dua trén nguyén tic trong d6 viéc bd sung axit vao
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mé nudi cdy chira nhiéu loai protein 1am giam pH ctia mé nudi cdy nay trong khi tidu diét
vi khuan sinh botulinum con lai sau khi nudi cdy sao cho cac protein nay dat diém ding
dién dé 1am két tia. N6 bao gdm viéc két tinh theo nghia rong, va phuong phap két tia 1a
phuong phap tach thd vat chit mong mudn trong trang thai hoa tron, khong giéng nhu két
tinh tdp trung vao viéc tinh ché chit mong mudn véi do tinh khiét cao. Trong phuong
phap két tia, tap chét c6 cdu trac twong ty nhu chit mong muén ciing dugc két tia. Trong
d6, do pH duoc diéu chinh dén khoang 3,0-4,5. Tdc d6 thu hoi doc t6 botulinum tang khi
d6 pH giam. Néu do pH la 3,0 hodc thip hon, né s& anh huéng dén chinh doc tb
botulinum, va néu do pH 14 4,5 hoéc cao hon, tbe dd thu hodi doc td botulinum s& giam. Vi
cac 1y do nay, t&t hon 1a d6 pH niam trong khoang xac dinh néu trén.

Cu thé 1a, t6t nhat 1a d6 pH 1a 3,4-3.6, vi tbc do thu hdi doc t& botulinum 1a cao
nhit & khoang pH nay. Khi d6 pH ctia méi truong nudi cdy ching botulinum dat khoang
thich hop sau khi bd sung axit, axit ndy duoc bd sung vao mé nudi cdy nay cho dén khi
khong xay ra su thay doi do pH, va sau d6 mé nudi cdy dugc dé yén & nhiét do trong
phong trong thoi gian 15-30 gid, theo sau 14 loai bo phan dich ndi.

Budc (b) chiét doc td botulinum bao gdm budc hoa tan doc té thu duoc tir bude
(a) trong dung dich dém phosphat, t&t hon 1a dung dich dém natri phosphat, va loai bo
chat két taa nay. O day, ot hon 1a do pH cua dung dich dém phosphat nam trong khoang
4,0 dén 7,0. pH thu duoc c6 thé duoc diéu chinh dén 4,5-6,5, tét hon 1a 5,0-6,0, bing
cach bd sung bazo, tét hon 14 natri hydroxit, va viéc chiét doc t6 nay c6 thé duoc thuc
hién trong khoang pH xac dinh & trén.

Ngoai ra, nucleaza ma dugc st dung trong bude (b) c6 thé 1a DNaza va RNaza, va
t6t hon 1a chét e ché proteaza ma duoc st dung trong bude (b) 1a benzamidin HCI,
nhung khong chi gi6i han & d6, va vat lidu bat ky c¢6 kha nang trc ché hoat tinh proteaza,
dugc biét trong linh vuc nay, ¢6 thé duoc st dung theo sang ché. Bing cach xt ly bang
nucleaza trong budc (b) chiét doc t6 botulinum, tap chit nhuw ADN va ARN chira trong

chat két tia tao ra boi axit trong budc (a) c¢6 thé phan hiy Néu bude xir ly bang enzym
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dugc tién hanh trong thoi gian 1,5 gid hodc ngin hon, sy phin hiy ADN va ARN c6 thé
khong di. Vi 1y do ndy, budce xtt Iy bing enzym dugc tién hanh trong thoi gian 1,5-7 gid,
t5t hon 14 3-6 gid, va tdt hon 1a DNaza va RNaza duoc bd sung vao & ndng do 0,05-1,0
g/L, tét hon 14 0,1-0,5 g/L.

Vi phan chiét thu dugc bing phép xir Iy enzym chtra doc t& botulinum va protein
¢6 do phan cuc twong tu véi do phan cuc ciia doc t botulinum, budc két tia protein nay
bang axit clohydric cin dugc thuc hién. Cu thé 13, tdt hon 1a buédce (c) két tha bang axit
clohydric dugc thuc hién bang ly tim phén chiét dugc xtr Iy enzym, diéu chinh do pH cla
phén ndi dén pH 2,5 dén 4,5, t6t hon 12 3,0 dén 4,0, béng cach bd sung axit clohydric
(HCI), va sau d6 két tua protein trong phin ndi bang axit clohydric trong ti lanh & nhiét
do 4°C. Cu thé 13, tot hon 1a do pH trong budc két tua bing axit clohydric duge diéu
chinh dén 3,3-3,8 nhim duy tri hoat tinh va tdc do thu hoi doc tb nay & muc cao. Néu
bude két tha bang axit clohydric dugc tién hanh trong khoang pH nén trén, do chudn cta
doc t6 botulinum s& cao khoang 90% hogc hon, va su dong tu protein s& giam dang ké.
Tiép theo, cht két tiia nay bing axit clohydric c¢6 thé duoc hoa tan trong dung dich dém,
va budce tiép theo ¢ thé dugc thuc hién.

Bud6e (d) 1a bude quan trong nhét dugc thuc hién bang phép sic ky nho sir dung
nhya trao doi anion sau khi hoan thanh budc két tia bing axit clohydric nhim loai bo
phén 16n tap chét khong phai doc t6 botulinum typ A. Nhua trao ddi anion ma duge st
dung trong budc (d) c6 thé 1a nhua duoc thé biang nhom dietylaminoetyl (DEAE) hodc
amoni bac bdn (Q), nhung khong chi gi6i han & d6. Vi du, nhua trao déi anion c6 thé 1a
DEAE-Sephadex nhu duge mo ta trong Patent My s6 5,696,077, cong bd don qubc té sb
W096/05222 va Patent M§ s6 5,846,929. Tt hon 14, n6 13 loai bat ky trong s6 céc loai
nhua trao d6i anion ¢6 nhom amoni bac bdn c6 tinh bazo manh hodc nhom
dietylaminoetyl (DEAE) ¢6 tinh bazo yéu.

Vi du v& nhém trao ddi anion c¢6 tinh bazo manh ma c¢6 thé duoc st dung theo

sang ché c6 thé bao gdm Q Sepharose Fast Flow, Q Sepharose High Performance,
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Resource Q, Source 15Q, Source 30Q, Mono Q, Mini Q, Capto Q, Capto Q ImpRes, Q
HyperCel, Q Cermic HyperD F, Nuvia Q, UNOsphere Q, Macro-Prep High Q, Macro-
Prep 25 Q, Fractogel EMD TMAE(S), Fractogel EMD TMAE Hicap (M), Fractogel
EMD TMAE (M), Eshmono Q, Toyopearl QAE-550C, Toyopearl SuperQ-650C,
Toyopearl GigaCap Q-650M, Toyopearl Q-600C AR, Toyopearl SuperQ-650M,
Toyopearl SuperQ-650S, TSKgel SuperQ-5PW (30), TSKgel SuperQ-5PW (20), hodc
TSKgel SuperQ-5PW, nhung khong chi gigi han ¢ d6 va cac loai nhua trao dbi anion
duoc biét trong linh vuc nay c6 thé duge st dung.

Dung dich dém ¢t ma dugce str dung trong budc (d) ¢6 thé 1 dung dich dém natri
phosphat hodc dung dich dém xitrat. Tt hon 1a st dung dung dich dém natri phosphat.
Néng d6 ctia dung dich dém cot dugc diéu chinh dén 30-70 mM, tét hon 1a khoang 40-60
mM. D) pH cua cot duogc diéu chinh dén 3,5-7,5, va tbc dd dong cua mobile phase dugc
diéu chinh dén 0,5-5,0 mL/phut, t6t hon 1a 1,0-3,0 mL/phut. Hon nita, do dan dién cua
dung dich dém dugc diéu chinh dén 3-30 mS/cm, va miu duge bom sau khi hoan thanh
viéc can bang cot. Poc tb nay duogc ria gidi dué6i dang chay qua, va phan 16n tap chét
dwgc hip thu. Cu thé 1a, trong bude (d) tinh ché bang sic ky trao dbi anion, doc td
botulinum typ A khéng dugc hép thu 1én nhya trao ddi anion, va phan I6n tap chit dugc
loai b6 bang cach hap thu.

Theo sang ché, t6t hon 1a phép sic ky trao ddi anion trong budc (d) dugc thuc hi¢n
& pH 3,5-7,5, t6t hon 13 4,5-7,0, va d6 dan dién 1 3-30 mS/cm, tt hon 12 5-20 mS/cm.

Pé loai bo hoan toan tap chit con lai sau sic ky trao ddi anion clia budc (d),
phuong phap san xuat doc t6 botulinum theo sang ché co thé, néu cin, con bao gdm cac
buéc: () xtr ly phép sic ky trao ddi anion phan doan chira doc t6 botulinum bang amoni
sulfat (NH4),SO,) dé tao ra két tia, va hoa tan chét két tua nay trong dung dich dém; va
(f) tinh ché doc té botulinum béng séc ky trao ddi anion thu cip.

Trong budc (), phép sic ky trao ddi anion phan doan chira doc t6 botulinum duoc

xir ly bang amoni sulfat dé tao ra két tua, va két tia tao ra dugc hoa tan trong dung dich
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dém. Budc két tiia bang amoni sulfat twong duong v6i qua trinh xir Iy bang mudi trong
d6 mudi (amoni sulfat, v.v.) ma hoa tan d& dang trong nudc duge bd sung vao hdn hop
protein dé lam ting cudng d6 ion nhd d6 tao ra két taa protein. Néu céc protein két tua
mong mudn chu yéu 14 do su bdo hoa bang 30% (khdi luong/thé tich) amoni sulfat,
protein mong mudn nay c6 thé duoc két tua bang cach két tia protein khong phai protein
mong mudn ¢ néng dd bdo hoa amoni sulfat 12 30% (khéi luong/thé tich) hodc thip hon,
va sau d6 bd sung amoni sulfat vao ndng do bao hoa 30% (khdi luong/thé tich) va c6 thé
duoc thu nhan bang cach ly tim. Cong doan xir Iy bang mubi thuong duoc sit dung dudi
dang phuong tién ban déu. Dung dich amoni sulfat ma duoc st dung trong budc (e) co
thé c6 ndng do amoni sulfat 1a 10-50% (khéi lwong/thé tich), t6t hon 1a 20-40% (khdi
lwong/thé tich).

Tiép theo, trong bude (f), doc td botulinum c¢6 thé dugce tinh ché bang sic ky trao
dbi anion. Viéc tinh ché ddc t& botulinum c6 do tinh khiét cao theo sang ché phén 16n
dugc thuc hién bang sic ky trao dbi anion (séc ky trao ddi anion so cip) & bude (d), va
sdc ky trao d6i anion (séc ky trao di anion thi cp) trong budc (f) duoc thuc hién nhim
loai bo tap chét con lai va c¢6 thé duoc thuc hién theo cach gidng nhu phép sic ky trao dbi
anion & budc (d).

Phan doan thu dugc chita chita protein botulinum typ A, thu duoc bing phuong
phap tinh ché néu trén, c6 thé duogc vo tring va loc dé tao ra chit 1ong tho. Chit 1ong tho
dugc tao ra nay co thé duoc dong lanh va bao quan dén khi st dung.

TMom&HMCmmm&ﬁ@gmé&c@d&&%ﬁbmmmmwomhﬁmmmg
phép theo sang ché. Do tinh khiét cia doc t§ botulinum tinh ché bang HPLC duoc phan
tich, va két qua 13, c6 thé thay ring do tinh khiét ciia doc t§ botulinum sau khi sic ky trao
dbi anion so cap 1a 98,38% (FIG.2), cao hon dd tinh khiét (khoang 95%) ciia BOTOX" ¢6
ban trén thi truong boi hang Allergan Inc., dé xudt rang hau hét tap chat duoc loai bo
trong budc sic ky trao dbi anion so cép. Ngoai ra, né cling cho thiy rang do6 tinh khiét

cta doc tb botulinum sau khi sic ky trao d6i anion thi cAp 12 98,99% (FIG.3).
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Hon nita, phuong phap san xuét doc t6 botulinum theo sang ché c6 thuan lgi & chd
cac budc loc, thdm tach va két tia etanol c6 thé dugc bo qua, va do dé qua trinh san Xuét
doc td botulinum dé dang va don gian. Cu thé 14, phuwong phap theo sang ché c6 thuan lgi
& chd cac budce loc va két tia trong phuong phép san xuit BOTOX® ctia hang Allergan
Inc. (US Patent Publication No. 2012-0156756; Non-APF method) c6 thé dugc bd qua,
va do d6 ¢6 thé giam sd lwong cac bude tinh ché (tir ndm bude con ba bude) dé lam giam
thoi gian san xudt chat 1ong tho chira doc td botulinum (tir 4 tuan con 2 tudn).

Theo mot vi du khac ctia sang ché, thu nghiém dé so sanh vé6i do an toan cua
BOTOX® (Allergan, Inc.) dugc thuc hi¢n nham kh'fmg dinh d¢ an toan cta protein doc tb
botulinum typ A (DWP450) tao ra bai phuong phap theo sang ché. Két qua 13, né cho
thdy rang doc t6 botulinum (DWP450) tao ra bai phuong phép theo sang ché thé hién tri
s6 NOAEL 1a 60 U/kg ddi v6i phu nir, d xudt ring n6 an toan hon gip hai lan so véi
BOTOX® (Allergan, Inc.) thé hién tri sé NOAEL 14 30 U/kg. D6 an toan gip hai ldn cia
ddc t& botulinum tao ra bai phuong phéap theo sang ché duge cho 1a do doc t6 botulinum
theo sang ché c6 do tinh khiét cao, va do d6 1am ting kha ning tac dung & ving khu tra
sao cho su luu thong trong co thé cia doc td botulinum, ma c6 thé dan dén cac tac dung
phu, dugc lam giadm.

Poc t6 botulinum tao ra boi phuong phap theo sang ché dugc sir dung lam thanh
phan hoat tinh trong duoc phém. DPac td botulinum c6 thé duge st dung dé diéu tri cac rdi
loan than kinh co dic trung bdi cac co xwong hoat dong qua mirc. Ngoai ra, nd c6 thé
dugc str dung cho cac tinh trang bénh ly khic nhau, bao gdbm dau diu, dau dau thdng, dau
cang dau, dau dau xoang, dau dau do bénh ly cot séng, r6i loan mudt md hoi, ching tang
tiét md hoi nach, tdng tiét md hoi ban tay, tdng tiét mo hoi ban chan, hoi chung Frey, vét
nhan sdc néng & da, nép nhian & mat, vét nhan & hai dau long may, vét chan chim, nép
nhan quanh miéng, nép nhan hai bén mii, rbi loan da, co thit tim vi, lac mat, nit k& hau
mon man tinh, bénh co quép mi mét, dau co xuong, bénh dau nhtrc toan than, viém tuy,

nhip tim nhanh, phi dai tuyén tién liét, viém tién liét tuyén, bénh bi tiéu, bénh son tiéu,
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bang quang hoat dong qué do, co giat nira mat, bénh run, bénh dong kinh, rdi loan da day
rudt, dai thdo dudong, ching ting tiét nude bot, bénh rdi loan chuc nang phéi hop céc co
co thit bang quang, liét cig sau dot quy, 1am lanh vét thuong, bai ndo & tré vi thanh nién,
co thit co tron, tai tit hep, rbi loan truong luc co khu trd, chiing dong kinh, r6i loan
truong luc co ¢d, rdi loan tuyén gidp, ching ting canxi huyét, ri loan 4m anh cudng bc,
chimg dau khép, hoi chiing Raynaud, vét ran da, dinh phtc mac, co that mach, sd miii, co
cting co, ton thuong co, rdi loan tiéng ndi, co clng tay vi viét nhiéu va hoi ching dng cd
tay.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngit “dugc phérn” nghia la dang bao ché chta doc
t6 botulinum lam thanh phén hoat tinh, va dang bao ché nay c6 thé chira it nhit it nhat
mdt thanh phan bd sung (ta duoc) trong dugc phdm nay ngoai thanh phan hoat tinh 1a doc
tbc than kinh botulinum. Thanh phin bd sung nay c¢6 thé duoc chon tir nhém bao gdm
albumin, albumin huyét thanh nguoi, albumin huyét thanh nguoi tai td hop, gelatin,
sucroza, trehaloza, tinh bot hydroxyetyl, colagen, lactoza, sucroza natri clorua,
polysacarit, caprylat, polyvinylpyrolidon va natri, nhung khong chi gi¢i han & do. Ngoai
ra, phuong phap bao ché duge phdm chira doc t& botulinum lam thanh phéan hoat tinh bao
g0m budc két hop doc t6 botulinum véi thanh phan b sung (ta dugc), va bude két hop
nay c6 thé duge chon tir nhém quy trinh bao gdm lam kho bang cach dong lanh, lam kho
lanh va 1am kho bang chan khong.

Do dé, duoc phém la dang bao ché ma thich hop dé s dung trong chan doan, chira
bénh hodc m¥ phém (vi du, b%lng cach tiém qua co hodc dudi da hodc béng cach chén
mau cdy phéng thich chdm hodc mé cy) cho dbi twong, nhu ngudi bénh. Duge phim c6
thé la: & tinh trang kho lanh hodc kho trong chan khong, dung dich tao ra sau khi hoan
nguyén dugc phdm khd lanh hodc kho trong chan khong bing nude mudi hodc nudc,
hoic; dudi dang dung dich khong can hoan nguyén. Thanh phan hoat tinh c¢6 thé 13 mot
trong cac doc td botulinum typ huyét thanh A, B, C;, D, E, F hodc G hodc doc td

botulinum, tit ca ching c6 thé duoc san xuit mot cach tu nhién boi vi khuén Clostridial.
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Nhu da néu trén, dugc phém co thé 1a long hodc ran, vi du duogc lam khé trong chan
khéng. Cac phuong phap vi du dé bao ché dugc phdm c6 thanh phan hoat tinh 1a doc td
botulinum dugc bdc 16 trong Coéng bd patent M§ s6 2003-0118598 cong bd vao ngiy 5
thang 11 nam 2002.

Theo mot vi du khac cia sang ché, nham khéng dinh tac dung cta protein doc tb
botulinum typ A (DWP450) tao ra bdi phuong phap theo sang ché, bién do dién thé hoat
dong co toan phan (compound muscle action potential-CMAP) va toc do din dién (tC)
dugc do. Theo thir nghiém nay, hai protein doc t& botulinum typ A khéac nhau, BTX-A-1
(BOTOX®, Allergan Inc., California, USA) va BTX-A-2 (DWP450) duoc san xudt bai
Vi du 2 theo sang ché, dugc sir dung trong bdn nhém riéng biét. Trong nhém 1, 0,08 mL
cua natri clorua (NaCl) dugc st dung cho mot co TA, va mdt co khac khong dugce diéu tri.
O nhém 2, 0,02 mL ciia BTX-A-1 (hai don vi) dugc st dung cho mét co TA, va 0,02 mL
cua BTX-A-2 (hai don vi) dugc st dung cho mdt co TA khéc. O nhém 3, 0,04 mL cua
BTX-A-1 (béﬁ don vi) dugc st dung cho mdt co TA, va 0,04 mL ctia BTX-A-2 (bdn don
vi) dugc stt dung cho mdt co TA khac. O nhém 4, 0,08 mL cta BTX-A-1 (tdm don vi)
dugc st dung cho mdt co TA, va 0,08 mL ciia BTX-A-2 (tdm don vi) dugc st dung cho
mot co khac.

Mbét don vi doc td botulinum duoc xéac dinh dudi dang LDsokhi tiém trong mang
bung vao chudét Webster Thuy S¥ c4i ning khoang 18-20 gam mdi con. Mot don vi ddc td
botulinum 12 luong doc t6 botulinum ma tiéu diét 50% nhom chudt Webster Thuy S§ céi.

Bién do dién thé hoat dong co toan phan (compound muscle action potential-
CMAP) do viéc st dung BTX-A-1 va BTX-A-2 gay ra dugc do, va két qua la, & tbc do
kich thich cham la 2Hz, cdc nhém dugc cho dung BTX-A-1 va BTX-A-2 cho théy tac
dung gay liét 1én co TA (dY) 3 ngay, 1 tudn, 2 tudn, 3 tudn va 4 tudn sau khi ding
(FIG4A), va & tde dd kich thich nhanh 1a 20 Hz, cdc nhém dugc cho dung BTX-A-1 va
BTX-A-2 cho thiy tac dung gay liét 1én co TA (dY) 3 ngay, 1 tun, 2 tuln, 3 tuin va 4
tudn sau khi dung (FIG.4B). Khong c¢6 khéc biét dang k& (p < 0,05) gitta BTX-A-1 va
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BTX-A-2 & téc dd kich thich cham 1a 2Hz va & tdc do kich thich nhanh 1a 20 Hz, va tac
dung gay liét 1én co TA (dY) & cac nhom dugce cho dung BTX-A-1 va BTX-A-2 ¢6 lién
quan dén lidu doc t6 botulinum duge ding.

Téc @6 din dién (tC) do viée dung BTX-A-1 va BTX-A-2 giy ra duoc do, va két
qua 13, n6 cho thiy ring cac nhém duoce cho ding BTX-A-1 va BTX-A-2 khong giy ra
su tri hodn & tdc do dan dién & tée @6 kich thich cham 1a 2 Hz va toc do kich thich nhanh
la 20 Hz (FIG.5).

Cu thé 13, doc t6 botulinum tao ra béi phuong phap theo sang ché c¢6 tic dung
tuong tu voi tac dung cda BOTOX® ban trén thi truong (Allergan, Inc.) va an toan hon
hai 14n, vi n6 c¢6 do tinh khiét cao hon din dén sy giam dic tinh luu thong trong co thé
ctia doc td botulinum. Do d6, n6 c6 thé dugce st dung cho nhiéu muc dich khéc nhau, bao
gbm diéu tri cac rdi loan than kinh co, loai bé nép nhan, va diéu tri chimg liét nira nguoi

va bai nlo.

Vi du thwe hién sang cheé
Duéi day, sang ché s€ dugc mo ta chi ti€t hon véi su tham chiéu céac vi du. S€ 1a
hién nhién v6i ngudi ¢6 hi€u biét trung binh trong linh vuc nay rang cac vi du nay chi

nham muc dich minh hoa va khong dugc hicu 1a lam gidi han pham vi ctia séng che.

Vi du 1: Nudi ciy chiing Clostridium botulinum

1-1: Ché phdm modi trudong st dung trong nudi ciy

MBoi truong c6 thanh phan chira 2% chat thuy phén casein, 1% cao nAm men, 1%
glucoza va 0,5% thioglycolat dugc st dung cho nudi cdy khoi dau va nudi cdy chinh

chiing Clostridium botulinum dé san xuét doc t& botulinum.

1-2 : Nudi cdy khéi dau chung Clostridium botulinum

20 ulClostridium botulinum (S dang ky 4-029-CBB-IS-001 tai Trung tdm kiém
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soat va phong bénh Han Quéc) dugc cho vao éng nghiém nudi cdy chta 10 ml moi
truomg vo trung ¢ thanh phan duoc moé ta trong Vi du 1-1 va duge dua vao nudi cdy khai
diu so cip (nudi cdy tinh) & nhiét do 35°C trong thdi gian 22-30 gid trong diéu kién yém
khi. Khi su sinh truong cua ching trong nudi cdy khoi dau so cdp duoc xac nhan, 8 ml
mdi truong nudi cdy khdi ddu so cdp duge cho vao chai nudi cdy 10 chtra 800 ml moi
truong vo tring ¢ cing thanh phdn méi truong va dugce dua vao nudi ciy khoi dau tha

cap (nudi cy tinh) nhiét do 35°C trong thoi gian 8-15 gid trong diéu kién yém khi.

1-3: Nudi ¢y chinh chiing Clostridium botulinum

Pé san xuét doc t6 botulinum bing cach nudi ciy chiung Clostridium botulinum,
viéc nuoi céy chinh ching nay dugc thuc hién. Cu thé 14, 9,3 € mai truong co thanh phén
dugc mo ta trong Vi du 1-1 dugc diéu ché va dat vao may u 10€, theo sau la vd trung moi
truong. Nito duoc cip vao dé tao diéu kién yém khi, va viéc nudi cdy cua ching duoc
thuc hién & nhiét do 35°C va tdc do khudy 50 vong/pht.

Chung trong chai nudi cdy 1€ duge dua vao nudi cdy khéi dau thir cip & Vi du 1-2
duoc bom vao mdy 1 10€ qua dudng bom nbi véi cong bom ciia may @ 100. Ching
Clostridium botulinum trong may i 100 duoc nudi cdy trong diéu kién nhiét do 35°C va
50 vong/phut va diéu kién nudi cdy duogc thiét 1ap nay dugc duy tri, kiém tra va ghi lai.

Khi chiing dugc nudi céy trong 100 gi¢ hodc hon, vi¢c nudi céy chinh duoc hoan thanh.

Vi du 2: San xuét doc td botulinum

2-1: Bude két tia bing axit sulfuric

Budc két tiia bang axit sulfuric 1a quy trinh tach protein trong d6 axit sulfuric duoc
b6 sung vao mé nudi cdy chira nhidu loai protein dé lam giam do pH ctia mé nudi cdy nay
trong khi tiéu diét vi khuan sinh botulinum con lai sau khi nuéi cdy sao cho céc protein
nay dat diém dang dién dé lam két tha. Viéc nudi cdy chinh duge thue hién nhu duge mo

ta trong Vi du 1-3 va sau khi hoan thanh viéc nudi cdy chinh, dung dich axit sulfuric SN
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duge bd sung vao mé nudi céy béng bom ty dong dé dat duogc pH 3,4-3,6 nhu do duogc
boi bd cam bién pH clia may u 100, va sau d6 mé nudi cdy nay duge chuyén vao binh
chtra 20¢ (AS ONE, Cat. No AS5,372,06) qua dudong thu gom cua mdy u, va binh chtra
200 chira chat két tia axit sulfuric dugc chuyén vao tii cdy an toan sinh hoc (biological

safety cabinet - BSC). Sau do, thuc hién viéc két toa béng axit sulfuric trong BSC nay.

2-2: Xit 1y enzym va chiét doc tb

Sau khi loai bo phan ndi ra khoi két tha axit sulfuric, 700 ml dung dich dém natri
phosphat 1M (pH 5,3) dugc bd sung vao chét két tia nay. Sau do, dung dich nay dugc
diéu chinh dén pH 5,0-6,0 bing cach bd sung dung dich natri hydroxit 5N (NaOH). Dé
loai b6 ADN va ARN ra khoi chit két tua nay, 60 ml dung dich benzamidin HCI 0,4M, 1
g DNaza va 1 g RNaza duoc bd sung vao va phan tng véi dung dich nay trong khoang 5

gior dé chiét doc td botulinum.

2-3: Két tlia bing axit clohydric va hoa tan doc td

M¢é nudi céy chira phﬁn chiét doc td duoc ly tdim & nhiét do 4°C ¢ 12000 x g trong
thoi gian 15 phut dé tach no thanh céc vién tron va dich ndi, va dich ndi tach duge duge
chuyén vao chai 10€ méi (AS ONE, Cat. No AS5,372,04), va sau d6 dugc diéu chinh dén
pH 3,4-3,6 bang cach b sung dung dich axit clohydric 1N (HC) va dua vao két tia bing
axit clohydric trong ti lanh & nhiét d 4°C. Chét két tia bang axit clohydric duoc ly tim &
nhiét dd 4°C & 12000 x g trong thoi gian 15 phut, va loai bo dich ndi, sau d6 bd sung 50

ml dung dich dém natri phosphat (pH 6,5) vao phan vén doc td nay dé hoa tan doc té.

2-4: S#c kv trao ddi anion so cip

Sau khi hoan thanh qua trinh két tiia, nhdm loai bo phan 16n tap chat khong phai
doc t6 botulinum typ A, phép sdc ky dugc thuc hién nho st dung nhua trao dbi ion. Cu

thé 13, nhya trao dbi anion (Toyopearl SuperQ-650M, Tosoh Bioscience, P/N 17228)
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duoc nap vao cot, sau d6 mau két tua trong céac Vi du 2-3 dugc bom vao cdt nay, va doc
t6 nay dugc rira giai bing dung dich dém rira giai natri phosphat 50mM. Trong budc tinh
ché so bo, protein doc td botulinum typ A khong duge hip thu 1én nhua trao dbi anion, va
phan 16n tap chét duoc loai bd bang cach hép thu. Dé tinh ché doc t6 botulinum co do

tinh khiét cao, mau duogc gitt ¢ pH 4,5-7,0 va do dan dién 13 5-20 mS/cm.

2-5: Két tha bang amoni sulfat

Céac phan doan chira protein doc td botulinum typ A duoc tinh ché bang sic ky
trao ddi anion duoc thu nhan, va amoni sulfat dugc bd sung vao do ¢ néng do 20-40%
(khdi lwong/thé tich) dé 1am két tia protein doc td botulinum typ A trd lai. Protein doc to
botulinum typ A két tiia nay dwoc hoa tan lai trong dung dich natri phosphat 50mM (pH
6,5).

2-6: Séc ky trao ddi anion thtr cip

Sau khi hoan thanh qué trinh két tiia bing amoni sulfat, nhdm loai bé tap chit nho
khong phai doc t& botulinum typ A, phép sic ky nho st dung nhua trao doi ion duoc thuc
hién mot 1an nita. Cu thé 13, nhua trao d6i anion (Toyopearl SuperQ-650M, Tosoh
Bioscience, P/N 17228) duoc nap vao cdt, sau do chét két tua béng amoni sulfat dugc hoa
tan trong Vi du 2-5 dugc bom vao cot, va doc td nay dugc ria giai bﬁng dung dich dém
rira giai natri phosphat S0mM. Vao ltic nay, protein doc t& botulinum typ A khong dugc
hép thu, va tap chit nhé duge loai bo béng cach hép thu.

Viée tinh ché doc t& botulinum c6 do tinh khiét cao phin 16n duoc hoan thanh
trong bude sic ky trao ddi anion so cip, va bude tinh ché bang séc ky trao ddi anion thir
cép duoc thuc hién nham loai bo tap chét con lai. Pé tinh ché doc td botulinum c6 do tinh
khiét cao, chit két tia bang amoni sulfat dugc gitt & pH 4,5-7,0 va do din dién 1a 5-20

mS/cm.
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2-7: Diéu ché chit 16ng thod

Céc phéan doan chira protein doc td botulinum typ A tinh ché bang sic ky trao ddi
anion trong Vi du 2-6 dugc thu nhan, v6 trung va loc qua b loc 0,2um dé tao ra chit long
thd. Chat 16ng thd duoc tao ra nay dugc bao quan dudi -70°C. Protein doc t& botulinum

typ A tao ra dugc goi la “DWP450”.

Vi du 3: Phén tich dd tinh khiét ctia doc td botulinum tinh ché

HPLC (2695, Waters) duoc thuc hién bang sic ky rdy phan tir (size exclusion
chromatography- SEC). Pha dong dugc st dung la dung dich dém natri phosphat 100
mM (pH 6,5), va cot TSKgel G4000SWy; (Tosoh Bioscience, P/N 08542) duoc ndi véi
cdt bao vé (Tosoh Bioscience, P/N 08543) ddi voi P/N 08542, va 20 g protein doc t6
botulinum typ A duge nap 1én c¢dt va cho chay & téc do 1 mL/phut trong 30 phit. Két qua
14, n6 cho thiy rang d6 tinh khiét cua doc t6 botulinum sau khi sic ky trao ddi anion so
cap 12 98,38% (FIG.2) va do tinh khiét cua doc tb botulinum sau khi sic ky trao dbi anion
thir cAp 14 98,99% (FIG.3).

Vi du 4: Danh gid d6 an toan cia doc td botulinum tinh ché

Nhim khing dinh do an toan cta protein ddc t botulinum typ A (DWP450) tinh
ché trong Vi du 2, thir nghiém dé so sanh v6i do an toan cia BOTOX® (Allergan, Inc.)
duoc thuc hién.

Chia chudt duc SD (Sprague-Dawley) mau tring thanh ndm nhém sau, mdi nhom
bao gdbm 10 chudt duc va 10 chudt cai: mot nhom duge dung 30 U/kg chét thir nghiém
(DWP4§0); mot nhém dugc dung 60 U/kg chét thir nghiém; mot nhém duge dung 30
U/kg chat so sanh (BOTOX® dugc ban béi Allergan, Inc.); mdt nhom duoe dung 60 U/kg
chit so sanh; va nhom ddi ching (nuéc mudi). Mdi chét thir nghiém, chét so sanh va
nude mudi duge si dung qua co téng cong ndm 14n, mdi tuan mdt lan trong 5 tudn.

Trong c4c nhém duge cho ding 60 U/kg chat thir nghiém va 60 U/kg chit so sanh

(BOTOX®™), nam chudt cai va nim chudt duc duoc bd sung thém vao, va thtr nghiém so
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sanh doc tinh duoc thuc hién trong khoang thoi gian thu hoi 1a 12 tuan dé danh gia tinh
thuan nghich ctua doc tinh (Bang 1).

Bang 1: Danh gi4 dd an toan cia doc td botulinum tinh ché

Thtr nghiém Loai Liéu (Pon NOAEL/MLD (Pon vi/kg)
vi/kg) DWP450 Allergan

So sanh doc | Chuot SD 0, 30, 60 Puc: <30 Puc: <30
tinh Cai: 60 Céi: 30

Két qua 13, n6 cho thdy rang doc té botulinum (DWP450) tao ra bai phuong phap
theo sang ché cho thay tri s6 NOAEL 1a 60 U/kg d6i v6i chudt cai, dé xuit ring no an
toan hon gép hai 1an so v6i BOTOX" (Allergan, Inc.) thé hién tri s6 NOAEL 30 U/kg.
bd an toan gép hai 14n cua doc td botulinum theo sdng ché duoc cho 1a do doc tb
botulinum theo sang ché ¢ do tinh khiét cao, va do d6 lam tang kha nang tac dong & vi
tri khu tra sao cho sy luu thong trong co thé cta doc t6 botulinum, ma co6 thé dan dén cac

tac dung phu, dugc giam xudng.

Vi du 5: Khdo sét tic dung ctia doc td botulinum tinh ché

Pé khao sét tac dung ctia protein doc td botulinum typ A (DWP450) tinh ché trong
Vi du 2, bién do dién thé hoat dong co toan phén (compound muscle action potential-
CMAP) va tbc do dan dién (tC) dugc do.

Cu thé 13, 24 chudt SD (Sprague-Dawley) tring dugc chia ngdu nhién thanh bén
nhém, mdi nhom gém sau con chudt. Hai protein ddc t& botulinum typ A khac nhau,
BTX-A-1 (BOTOX®, Allergan Inc., California, USA) va BTX-A-2 (DWP450) tinh ché
trong Vi du 2, duoc st dung. Hai ché phdm c6 dic tinh gin nhu giéng nhau nhu duoc thé
hién trong Bang 2 dudi ddy, va doc td botulinum pha lodng nude mubi 0,9% duogc st
dung trong tit ca cic quy trinh. Cac con chudt dugc gdy té bang cach tiém trong mang
bung 10 mg/kg ketamin hydroclorua, va sau dé dugc cho dung BTX-A-1 va BTX-A-2 vao
co chay trudce (tibialis anterior - TA) cia chudt.

Bang 2: So sanh dic tinh gitta BTX-A-1 va BTX-A-2
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BTX-A-1(Allergan) BTX-A-2
Chung Cl_ostr1d1um Kidu dai Kidu dai
botulinum
Typ huyét thanh Dac td botulinum typ A | Poc td botulinum typ A
Khéi lugng phan tir phirc
(kDa) 900 900
Doéng goi (don vi/lo) 100 100
Té duge — chét én dinh Albumin huxet thanh Albumin hu‘y'et thanh
nguoi nguoi

T4 duoc — chat dang

natri clorua

natri clorua

truong
Dang Kho trong chan khong Kho lanh
Piéu kién bao quan (°C) 2-8 2-8
Thoi gian bao quan
(thang) 36 360
pH 6,0+ 0,5 6,0 £ 0,5

O nhém 1, 0,08 mL natri clorua (NaCl) dugc st dung cho mot co TA, va mdt co
TA khac khong duoc didu tri. O nhom 2, 0,02 mL BTX-A-1 (hai don vi) duoc st dung
cho mdt co TA, va 0,02 mLL BTX-A-2 (hai don vi) dugc st dung cho mot co TA khac. 0
nhom 3, 0,04 mL BTX-A-1 (bén don vi) dugc st dung cho mdt co TA, va 0,04 mL BTX-
A-2 (bdn don vi) dugc sir dung cho mdt co TA khac. O nhém 4, 0,08 mL BTX-A-1 (tam
don vi) dugc str dung cho mdt co TA, va 0,08 mL BTX-A-2 (tdm don vi) dugc st dung
cho mdt co khéc.

Mtc do tré cia CMAP va tdc d6 dan dién dugce do nho sir dung CyberAmp380 va
Digidatal320 (Axon Instruments. Inc, USA). Cac dién cuc duoc str dung dugc gin vao
da nho st dung kep. Bién cuc am dugc gén vao co khoeo, va dién cyc duong dugc gén
vao khoang tréng sau mu va dbt chuyén 16n hon cta xwong dui. Pién cuc ghi duoc gin
vao co bung cua co céng chén trude, va dién cuc ghi tham khdo dugc gén vao gbt chan
sau bén trai va long ban chan.

Kich thich dién 1-5 mA dugc ép dung & tdc do kich thich cham 1a 2 Hz va toc do

kich thich nhanh 14 20 Hz. Tac dung gy liét Ién co TA duoc xac dinh bang cach do bién
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d6 dinh-dinh cia CMAPs (dY), va do tré & tdc d6 din dién duge x4c dinh bang cach do
khoang cach thoi gian giita diém kich thich va diém dinh am.

Phan tich bﬁng kich thich dién dugc thuc hién trude khi dung BTX-A-1 va BTX-
A-2 va 3 ngay, 1 tudn, 2 tudn, 3 tudn va 4 tudn sau khi dung, va CMAPs va tdc do dan
dién do viéc dung BTX-A-1 va BTX-A-2 dugc phan tich bdi ANOVA nho st dung SAS
(phién ban 9,2, SAS Institute Inc., M¥).

Két qua la, quan sat théy réng, & toc d6 kich thich cham 1a 2 Hz, cac nhom dugc
cho dung BTX-A-1 va BTX-A-2 cho thdy tac dung giy liét 1én co TA (dY) 3 ngay, 1
tudn, 2 tudn, 3 tudn va 4 tudn sau khi dung (FIG.4A), va & téc do kich thich nhanh 1a 20
Hz, cac nhém dugc cho ding BTX-A-1 va BTX-A-2 cho thiy tic dung gy liét Ién co
TA (dY) 3 ngay, 1 tudn, 2 tudn, 3 tudn va 4 tudn sau khi dung (FIG.4B).

Khong c6 khac biét dang ké (p < 0,05) gitta BTX-A-1 va BTX-A-2 § tdc do kich
thich cham 1a 2Hz va & tdc do kich thich nhanh 1 20 Hz, va tac dung gay liét 1én co TA
(dY) & cac nhom duge cho ding BTX-A-1 va BTX-A-2 14 ¢6 lién quan dén lidu luong
ddc td botulinum dugce s dung.

Téc d6 dan dién (tC) do viéc ding BTX-A-1 va BTX-A-2 gdy ra dugc do, va két
qua 1, n6 cho thay rang cac nhém duoc cho ding BTX-A-1 va BTX-A-2 khong gdy ra
su tri hodn téc do din dién & tc do kich thich cham 13 2 Hz va téc do kich thich nhanh 1a
20 Hz.

Cu thé 13, da phat hién ring doc td botulinum tao ra béi phuong phép theo sang
ché thé hién hiéu qua tuong tu véi hidu qua cia BOTOX®™ c6 ban trén thi trudng

(Allergan, Inc.).

Kha nang irng dung cong nghiép

Viéc stt dung phuong phéap san xuit doc t6 botulinum theo sang ché giup co thé
san xudt doc to botulinum c6 do tinh khiét cao bing quy trinh don gian, dé xuét ring

phuong phap nay rat kinh té va hiéu qua. Doc t6 botulinum tao ra béi phuong phép theo
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sang ché c6 do tinh khiét cao so vé6i cac doc td botulinum dwoc san xudt boi cac phuwong
phép thong thuong, va do dé lam tdng kha nang tac dung & khu vuc khu tra. Do do, su
luu théng trong co thé cta doc td botulinum, ma c6 thé ddn dén cac tac dung phuy, dugc
lam gidm dé lam tdng d¢ an toan. Do d6, doc t6 botulinum theo séng ché ¢6 thé dugc st
dung cho nhiéu muc dich khac nhau, bao gém diéu tri ching cac roi loan than kinh co,
loai bo nép nhan, va didu tri chung 1iét nira ngudi va bai nio.

Mic du sang ché da duge mo ta chi tiét lién quan dén cac dau hiéu cu thé, s& 1a
hién nhién véi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay 14 phan md ta nay chi la
d6i v6i phuong an vu tién va khong 1am gi6i han pham vi cta sang ché. Do d6, pham vi
thuc té cta sang ché s& dugc xac dinh bdi yéu cdu bao ho di kém va dang tuong duong

cua no.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phap san xuét doc td botulinum, phuong phap bao gém cic budc:

(a) xt Iy mé nudi cdy ching san xuit doc t6 botulinum bing axit dé lam két tua
doc td botulinum;

(b) bd sung dung dich dém vao ddc td botulinum duoc két tua nay, tiép theo xu ly
béng chét e ché proteaza va nucleaza, nho do chiét duoc doc td botulinum;

(c) xtr ly doc td botulinum chiét duoc béng axit dé 1am két tia doc td botulinum va
hoa tan chit két tha nay trong dung dich dém; va

(d) tinh ché doc t6 botulinum bang sic ky trao dbi anion,
trong d6 viéc két tia bang axit trong budc (¢) duoc thuc hién bing cach bd sung axit
sulfuric hoac axit clohydric vao doc td botulinum chiét duoc, sao cho doc td botulinum
chiét dugc dat d6 pH nam trong khoang tir 2,5 dén 4,5.
2. Phuong phap theo diém 1, trong dé chung san xudt doc t botulinum 1a Clostridium
botulinum.
3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 doc t& botulinum tinh ché 1a protein doc t6
botulinum typ A c¢6 d6 tinh khiét it nhét 1a 98%.
4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc két tua bang axit & bude (a) duoc thuc hién
bang cach bd sung axit sulfuric hodc axit clohydric vao mé nudi cdy ching nay, sao cho
mé nudi cdy nay dat d6 pH nam trong khoang tir 3,0 dén 4,5.
5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chét trc ché proteaza trong budc (b) 1a benzamidin
HCL
6. Phurong phap theo diém 1, trong d6 nucleaza trong budce (b) 1a DNaza va RNaza.
7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc chiét doc t& botulinum trong budce (b) dugc
thuc hién ¢ do pH nam trong khoang tir 4,5 dén 6,5.
8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich dém trong budc (c) 1a dung dich dém

natri phosphat.
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9. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phép sic ky trao ddi anion trong buge (d) dugce
thuc hién & d6 pH nam trong khoang tir 3,5 d&én 7,5, va d6 din dién nam trong khoéng tur
3 dén 30 mS/cm.
10. Phwong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gom, sau bude (d), cac

budce:

(e) xtr 1y phén doan tir phép sdc ky trao ddi anion chtra doc t& botulinum bing
amoni sulfat dé tao ra két ta, va hoa tan chét két ta nay trong dung dich dém; va

(f) tinh ché doc t6 botulinum bang sic ky trao d6i anion.
11. Phuong phéap theo diém 10, trong d6 amoni sulfat trong buge (e) duge bd sung &
ndng d6 nim trong khoang tir 10 dén 50% (trong lugng/thé tich).
12. Phuong phép theo diém 10, trong d6 dung dich dém trong budc (e) 12 dung dich dém
natri phosphat.
13. Phuong phap theo diém 10, trong d6 phép sic ky trao ddi anion trong bude (e) duge
thuc hién & do pH nam trong khoang tur 3,5 dén 7,5, va do dan dién nim trong khoang tu

3 dén 30 mS/cm.
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