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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén phuong phéap tinh ché virut bénh dai thu dugc tir dich

nudi cay céc t€ bao.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Nhin chung, san phim thu hoach virut thu dugc tir c4c dich nudi céy té bao
bi nhiém virut khong chi chira cac virut mong mudn, ma con chira ca cac tap chét
can loai b6 14 protein va ADN clia cac té bao. Ca lwong protein té bao 1in ADN
duoc giai phong déu 16n hon néu cac virut ndy c6 vai trd dang ké trong viéc phan
gidi t& bao va/hoic néu viée thu hoach virut duge tién hanh mudn. Ngoai céc tap
chit c6 ban chét té bao, protein ciia moi truong chira cac té bao bi nhidm virut
cling 13 c4c tap chit ma ciing cin loai b trong qua trinh thyc hién qua trinh tinh
ché virut.

Khi c4c virut duge st dung dé san xut vacxin, cac ché phdm thu dugc nén
c6 tinh khiét nhat c6 thé, dé ngan ngira sy xuét hién cic phan tng di img lién quan
dén céc tap chét protein nay. Mot s6 nuéc cling gidi han lwgng ADN t& bao tbi da
dugc phép ¢ mit trong cic vacxin chira cic san phdm thu duoc tir cac dong té
bao lién tuc & 100 pg/liéu vacxin hodc thim chi nhé hon.

Nhiéu phuong phép tinh ché virut bénh dai da dugc m6 ta trong linh vuc
k¥ thuét nay:

Bing sang ché My s6 4,664,912 mé ta phuong phép tinh ché virut bénh dai
bing cach ly tim theo khu vuc sau khi né duoc bét hoat bing B-propiolacton. Mot
phuong phép khac 14 str dung két hop sic ky loai theo kich thudc va sic ky trao
d6i anion khi thé tich dich thu gom virut can tinh ché 16n.

Bing sang ché My s6 US 4,725,547 mb ta phuong phép tinh ché virut bénh
dai bing sir dung sic ky ai luc trén xenlulofin sulfat (este ciia xenluloza véi axit
sulfuric).

Cong bd don PCT s6 WO 97/06243 mb ta phuong phép tinh ché cac virut,

cu thé 12 virut bénh dai, tir dich nudi ciy céac té bao Vero bj nhiém. Phuwong phép
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nay bao gém budc chay sic ky trao dbi anion sau d6 13 chay séc ky trao ddi cation
va két thiic bang cach chay séc ky 4i luc lién két kim loai. Khi st dung phwong
phép nay, lugng ADN con lai do duoc sit dung k¥ thuat “thir nghiém tong ADN
ngudng” trong mét lidu vacxin 1a < 30-40 re.

Kumar A.P va cic ddng tac gia, trong tai liéu: Microbes and Infection
(2005) 7; 1110-1116, da so sanh hai phuong phép tinh ché virut bénh dai tir dich
ndi nudi cdy cac té bao Vero bi nhiém ma duogc nubi ciy trong moi truong chira
huyét thanh bao thai bé. Tai liéu nay da chi ra ring phuong phap tinh ché dua trén
viéc stt dung cdt sic ky trao dbi anion (DEAE-sepharoza CL -6B) cho hiéu qua
cao hon so v6i phuong phap tinh ché bing cach ly tAm theo khu vuc trén gradient
sucroza, vi, v6i mirc d0 tinh khiét nhu nhau xét vé lugng protein va céac axit
nucleic con lai, hi¢u suét thu virut bénh dai cao hon so véi phuong phép sic ky.
Frazatti-Gallina N.M., trong tai liéu: Vaccine (2004) 23; 511-517, cling dd mo ta
phuong phép tinh ché virut bénh dai tir dich ndi bé mat dich nudi ciy céc té bio
Vero bi nhiém ma dwgc nuéi trong méi truong khong chira huyét thanh bao thai
bé. Phuong phép tinh ché nay ciing thyc hién buéc chay sic ky trao dbi anion trén
chét mang dua trén DEAE-xenluloza, sau buéc loc va cd dic dich thu gom virut.
Khi st dung phuong phap nay, lugng ADN con lai duge do bang k¥ thuat lai
khe/vét <23 pg trong mot lidu vacxin.

Do d6, khi phuong phép tinh ché virut bénh dai bao gbm budce chay sic ky
trao dbi ion, thi c6 mot didu chéc chin 1a budc chay sic ky trao dbi anion sé& giir
lai axit nucleic ctia mdi trudng chira virut can tinh ché, trén chit mang ding trong
chay séc ky.

Phuong phép tinh ché virut cho hiéu qua ddc bi¢t phai la phuwong phap co6
thé loai bo tbi da cac tap chit protein va ADN té bao déng thoi dam bao thu duoc
tdi da lugng virut bénh dai tinh khiét, va hién nay, vin tdn tai nhu ciu déi véi cic

phuong phép méi dép tng yéu cu nay.

Bin chit ky thuit ciia sang ché
Mot muyc dich cia sang ché 1a dé xuét phuong phép tinh ché méi, dap tmg
yéu ciu néu trén.

Muc dich khac cuia sang ché 1a dé xuét phwong phap tinh ché ma thich hop
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dé tinh ché virut bénh dai tir dich thu gom virut ma khong chira huyét thanh dong
vét hodc protein huyét thanh va cu thé hon, sang ché dé xuét phuong phép tinh
ché trong d6 moi buéce dugc tién hanh chi sir dung céc san phdm khong c6 ngudn
gbc tir dong vét.

pé dat dugc cac muc dich néu trén, sing ché dé xuét:

Phuong phép tinh ché virut bénh dai, bao gdm budce chay sic ky trao dbi
ion duy nhét, trong d6 budc ndy 1a budc chay sic ky trao ddi cation ma theo do:

a. dich ndi bé& mat cua dich nuéi ciy té bao bi nhiém virut dugc cho
tiép xic véi chét mang sic ky trao ddi cation gdm chét nén
polymetacrylat trén d6 cdc nhém sulfoisobutyl dugc ghép vao bing
lién két dong héa trj dé virut bénh dai lién két véi chit mang nay,
va, sau do; va

b. virut dugc rira giai khéi chit mang no.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phap, trong d6 dich ndi nudi
céy té bao da nhiém virut bénh dai khong chira huyét thanh déng vét hoiic protein
huyét thanh bt ky.

Theo mét khia canh khac, dich ndi nudi ciy té bao da nhidm virut bénh dai
khong chira protein ngoai sinh bat ky c6 ngudn gbc tir dong vat.

Theo mot khia canh khac nita, néng d6 ciia protein ngoai sinh c¢6 ngudn
gbc khong phai tir dong vat trong dich ndi nudi cdy t& bao da nhidm virut bénh dai
<15 mg/l.

Theo mdt khia canh khac nita, dich ndi nudi céy té bao da nhiém virut bénh
dai khong chira san phdm ngoai sinh bét ky ¢6 ngudn gbc tir dong vat.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xudt phwong phap, trong d6 dich ndi
nuoi céy té bao da nhidm virut bénh dai dugc loc trude khi duoc cho tiép xuc voi
chét mang dung trong chay séc ky trao dbi cation.

Phuong phép tinh ché theo sang ché, khac biét & chd, luong virut do dugc
trong dich rira gidi twong tng véi it nhit 70% luong virut duge do trong dich ndi
duoc cho tiép xiic v6i chit mang sic ky.

Dic biét hon, phuong phép nay, khic biét & chd, tdng lugng protein do
dugc trong dich rira giai twong Gng v6i nho hon 40% téng luong protein duge do

trong dich ndi dugc cho tiép xuc véi chét mang sac ky va khac biét & chd luong
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ADN do dugc trong dich rira giai twong tng véi nhd hon 5%, t6t hon 1a nhé hon
2,5%, va tham chi t6t hon nita 13 nhd hon 1% luong ADN dugc do trong dich ndi
dugc cho tiép xiic véi chét mang sic ky.

Theo mot phuong 4n khéc cia phuong phép theo sang ché, sau khi rira giai
virut khéi chit mang n6 dung trong sic ky, dich ria gidi duogc c6 dic thy y va sau
d6 duge xtr Iy bing nucleaza.

Theo mét khia canh cia phuong phap theo sang ché, nucleaza 13
endonucleaza, nhu benzonaza.

Theo mdt phuong an khic cia sang ché, dich rira giai sau d6 duogc siéu ly
tdm trén gradient sucroza va (c4c) phén cia gradient chtra virut d3 tinh ché dugc
thu héi.

Theo mot khia canh khic ctia sang ché, virut bénh dai dé tinh ché sau d6 bi
bat hoat bang phuong phép dung cac chit bit hoat virut.

Theo mot khia canh cu thé, chat bt hoat virut 1a B-propiolacton.

Theo mét khia canh wu tién, tit ci cic budc cia phuong phép theo sang
ché dugc thuc hién sir dung céc san phim c6 ngudn gbc khong phai tir dong vat.

Mot dbi tugng nita cta sang ché la phuong phép san xuét vacxin phong
bénh dai, trong do:

a)  dich nuéi cdy té bao bi nhidm virut bénh dai,

b)  virut bénh dai dugc tinh ché tir dich ndi nuéi cdy t& bao bi nhidm

theo phuong phép ctia sang ché,

C) hdn dich chira virut dwgc tinh ché thu dugc trong budce b) duge tron

trong dém bao quan, va

d) hdn dich chira virut duge tinh ché thu dugc & budc c) duge chia

thanh vacxin don liéu hoc da liéu.

Theo mét khia canh khic, sang ché d& xuét phuong phép san xuit vacxin
phong bénh dai, trong do:

a)  dich nuéi cdy té bao bj nhidm virut bénh dai,

b)  virut bénh dai dugc tinh ché tir dich ndi nudi cdy t& bao bi nhidm

theo phwong phép ctia sang ché,

¢)  hdn dich chira virut dugc tinh ché thu dugc tir bude b) duge tron

trong dém dong kho,
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d) hén hop thu duoc tir bude ¢) dugc chia thanh dang vacxin don liéu

hoic da liéu, va

e) cac liéu vacxin duoc dong kho.

Sau cung, sang ché dé xuét vacxin chira virut bénh dai dugc tinh ché va bi
bét hoat, khéc biét & chd, lugng ADN con lai duoc xdc dinh bing PCR dinh luong
va téng luong protein, dugc do bang phuong phap Bradford, c6 mit trong mot
liéu hitu hi¢u cta vacxin (hoic trong mot lidu vacxin chira 2,5 IU theo thir nghiém
NIH) twrong mg nhd hon 20 pg va nhé hon 40 pg, va tét hon 1a nhé hon 10 pgva
nhé hon 20 pg. Theo mot khia canh khac, it nhit 70% téng lugng protein dugc
chita trong mot lidu hitu hiéu cia vacxin 13 protein virut bénh dai.

Sau cling, t&t hon 14 vacxin theo sang ché khong chura sén phim ngoai sinh

bat ky c6 ngudn gbc tir dong vit.

MG ta chi tiét sang ché

Phuong phép tinh ché virut bénh dai theo sang ché bao gbm budc chay sic
ky trao ddi ion duy nhét, trong d6 budc chay sic ky nay 1a budc chay sic ky trao
ddi cation. Tuy nhién, cin hiéu ring trong pham vi cta sang ché, phuong phap
tinh ché virut bénh dai khong bi gidi han & budc chay sic ky duy nhit ndy, ma
con c6 thé bao gém mot hodic nhiéu budce bd sung, voi didu kién cc budc bd sung
nay khong phai 1a buéc chay sic ky trao ddi ion. Trai nguoc voi quan diém ma
céc giai phap da biét truée d6 dua ra, céc téc gia sang ché da chimg minh ring céic
mirc hiéu qua clia viéc chay sic ky trao ddi cation c¢6 chét mang chira chit nén
polymetacrylat trong d6 cac nhém sulfoisobutyl duge ghép bing lién két dong
héa tri, cao hon cac mirc hi€u qua cuia viéc chay séc ky trao ddi anion. Khoéng bi
rang budc boi Iy thuyét nay, virut bénh dai duong nhu cé tinh phan cuc kép,
duong va am, cho phép né lién két vé6i cdc chét mang trao dbi anion (thudc loai
DEAE) va ca véi chét mang trao ddi cation (thudc loai SO5). Péi véi muc dich
ctia sang ché, “cac mirc hiéu qua clia sic ky” dugc tinh dua trén co s& lugng virut
bénh dai va lugng ADN duoc tim théy trong dich rira giai so vé6i luwgng virut va
ADN ban déu ma dugc cho tiép xtic voi chit mang sic ky, trong cac giGi han kha
ning tii nap clia chit mang sic ky. Véi lugng virut va ADN tuong duong dugc

cho tiép xtic véi chit mang sic ky, lwgng virut duge tim thiy trong dich rira giai
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cang cao va lugng ADN con lai cang nhé, thi mirc hiéu qua ciia chit mang sic ky
cang t6t. Cac nhém sulphoisobutyl dugc ghép trén chit nén polymetacrylat bing
céc chudi polyme linh dong s& hd trg cho viéc trong tac cta virut bénh dai véi cot
trao ddi cation. T6t hon, néu chudi polyme bao gdm mét chudi cac don vi

monome c6 cong thirc:

—ECHz—CH}
| n

CO — NH — C(CH3), — CH, — SO;

Céc chudi polyme nay dugc thu bang cach polyme hoa dbi véi monome ¢ cong
thirc hoa hoc: CH,=CH-CO-NH-C(CHj3),-CH,-SO5- véi su c6 mit cia chét xic
tac dua trén xeri ma ciing cho phép ghép vio chit nén polymetacrylat. Ching bao
gdm, trung binh, tir 15 dén 25 don vi monome. Chét mang sic ky thong thuong &
de_ing hat, kich ¢& ctia chling thudng nim trong khoang tir 20 dén 100 pm, 6t hon
1a tir 40 dén 90 pm. Cu thé, loai chét mang nay dugc ban bdi MERCK duéi tén
Fractogel® EMD S03" (loai M). Kiéu chit mang nay duoc nap vao cot sic ky,
chiu dai va duong kinh cia cot ndy dugc chon theo thé tich dich thu gom cin
tinh ché. Céc két qua duoc trinh bay trong vi du 1 cho thdy ring cac mirc hidu qua
t6t dwgc thu chi bing chit mang Fractogel® EMD SOj5 trong sb tit ca cac chit
mang séc ky trao ddi anion va cation dugc thir nghiém. Hiéu suét thu hdi virut rét
thép (nhé hon 10% lugng virut duoc dua vao dugc thu hdi trong dich rira giai) thu
dugc véi tht ca cac chit mang khac dwoc ding trong sic ky trao ddi cation duoc
thir nghiém. Hiédu suét thu hdi virut thu duoc bing céc chit mang séc ky trao dbi
anion t6t hon (tir 40 dén 70%), nhung tuy nhién van thip hon hiéu suét thu hdi
virut thu duoc bang chit mang Fractogel® EMD SO, ma thudong 16n hon 70% va
phd bién nhét 13 16n hon 80%.

Hon nita, lwgng ADN bi loai b it hon khi sir dung cac chit mang séc ky
trao d6i anion. Pang ngac nhién 14 chi chit mang sic ky trao dbi cation bao gdm
chit nén polymetacrylat trén d6 cac nhém sulfoisobutyl, ma doéng vai trd 1am cac
phdi tir, duge ghép bing lién két dong hoa tri khién n6 c6 thé tinh ché, & cac mirc
hiéu qua tt, virut tir dich nbi nudi ciy té bao bi nhiém virut bénh dai. Trong buéc
chay sic ky trao ddi cation, hon 60% tdng lugng protein, va it nhit 2,5 log;, cia

lrong ADN, tét hon 12 it nhét 3,0 log;o ciia lwong ADN va tham chi t6t hon nira 1a
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it nhét 3,5 logyo cuia lugng ADN (ma tuong trng véi viéc loai bé hon 99% luong
ADN t€ bao) dugc loai bé, trong khi d6 van giit duoc hidu sudt thu hdi virut bénh
dai & it nhét 13 70% (nghia 1a lugng virut bénh dai c¢6 mit trong dich rtra giai
trong tmg véi it nhét 1a 70% lwgng virut ban déu dugc cho tiép xtc v6i chét
mang sic ky) va t6t hon 12 it nhét 80%. Céc mirc hiéu qua nay dugc quan sat thiy,
cu thé 1a khi dich ndi nuéi cdy t& bao nhidm virut bénh dai khéng chira huyét
thanh dong vat hoic protein huyét thanh nhu albumin. Do d6, Iugng cia protein
téng sb va lugng ADN do dugc trong dich rira giai sau khi chay sic ky chira, lan
lugt nhd hon 40% tong luong protein c6 mit trong thé tich cta dich ndi nuoi cy
té bao nhidm virut bénh dai ma duoc cho tiép xuc véi chit mang sic ky va nho
hon 5%, t6t hon 13 nhé hon 2,5%, va tham chi t6t hon nita 13 nho hon 1% luong
ADN c6 mit trong thé tich dich ndi nuéi céy té bao nhiém virut bénh dai ma duoc
cho tiép xtic v6i chit mang sic ky. N6i cach khéc, it nhat 70% va t6t hon 14 it nhat
80% cua lugng virut bénh dai c6 mit trong thé tich dich ndi duoc cho tiép xuc voi
chit mang séc ky duoc phét hién thiy trong dich rtra gidi.

V6i muc dich cua sang ché, “protein téng s6” chi tit ca protein c6 mat
trong nguyén li¢u duoc phan tich. Thuat ngit ndy bao gdm protein cta virut bénh
dai, protein té bao, protein ciia mdi trudng nudi céy té bao va/hodc ciia moi
trudng nhiém virut va protein ma duoc dua vao trong khi thuc hién phuong phap
san xuit va tinh ché virut bénh dai (vi dy, trypsin va/hodc benzonaza). Protein té
bao va protein ctia mdi trudng nudi cdy va/hodc cliia moi trudng nhiém virut va ca
protein ma dugc dua vao trong subt qua trinh san xuét va/hoic tinh ché virut bénh
dai, déu 1a céc'tap chét (céc tap chét protein) ma dy dinh dugc loai bo, trong khi
d6 muc dich 1a giit lai protein virut bénh dai nhiéu nhét c6 th8. Protein virut bénh
dai 1a glycoprotein G, nucleoprotein N, phosphoprotein P, protein gian bao N va
ARN polymeraza L.

Lugng virut bénh dai duge danh gia trén co s¢ do glycoprotein virut bénh
dai G. Viéc do nay thudong dugc thuc hién bing phuong phap ELISA “banh kep”,
bang cach sir dung hai khéng thé tot hon 14 nhén biét hai epitop cdu dang cia
protein G nhu dugc md ta trong vi du 1. Vi dy, khang thé trung hoa nhén biét
epitop cdu dang nim & vi tri khang nguyén Ilc ctia glycoprotein G (Journal of

Clinical investigation (1989), tp 84, trang tir 971 dén 975) c6 thé dugc sir dung
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1am khéng thé bat giit, va khang thé trung hoa nhan biét epitop cdu dang nim & vi
tri khang nguyén III cta glycoprotein G (Biologicals (2003), tap 31, cac trang tir 9
dén 16) c6 thé dugc sir dung 1am khang thé phat hién. Céc két qua dugc bidu thi
theo IU trén co s& dung chat chudn tham chiéu ma dugc dinh ¢ so v6i chét tham
chiéu quéc té NIBSC.

Phuong phép Bradford, ma da dugc biét r& d6i véi nguoi c6 k§ ning vé
linh vire ndy ndy, dugc sir dung dé dinh lwgng protein tng sb.

Pé dinh luong ADN, tét hon Ia sir dung phuong phép dinh luong PCR
(PCR quantitative - gPCR) dua trén viéc dinh lrgng doan ADN ctia bo gen cia té
bao (t6t hon 1a nhim t6i doan ADN ma 13p lai nhidu I3n trong bo gen ciia t bao).
Khi virut bénh dai dugc tao ra tir cac t& bao Vero, viéc dinh lugng ADN con lai
trong qua trinh tinh ché virut dugc thyc hién dua trén viéc dinh lugng doan ADN
v€ tinh alpha ciia khi xanh chdu Phi sau khi khuéch dai PCR st dung phuong
phép twong tir véi phuong phap dugc mo ta béi J.A va céc ddng tac gia trong tai
liéu: Developments in Biologicals (2006), tap 123, cac trang 35-44, va phin mé ta
chi tiét duoc dua ra trong vi du 1. Phuong phép nay 14 rit thudn loi vi né c6 thé
dinh luong cac ADN té bao c6 hon 200 cdp bazo.

Dich ndi nudi cly chira virut bénh dai dwgc san xuét tir dich nudi chy té
bao bi nhiém virut bénh dai. Dich nuéi céy bat ky cua céc té bao trong d6 virut
bénh dai sao chép, déu thich hop cho dbi twong cia sang ché. Cac dich nuéi cy
nay c6 thé 1a cac dich nuéi ce‘iy ban diu cta cic mo dong vat, nhu cac dich nubi
cdy phoi ga ban diu (vi du, cac dich nudi cdy nguyén bao sgi phdi ga ban dau
(PCEF)), céc dich nudi ce‘iy ciia ndo chudt méi sinh ban dau, hoac cac dich nudi
céy than khi, thd, chudt d(‘”)ng hoic cho ban diu, nhung dich nubi céy cac té bao
¢6 ngudn gbc tir cac dong té bao dugc xac dinh ma thu dugec tir cac dich nudi ce“iy
ban dAu clia cic md dong vét dugc wu tién sir dung. Céc dong t& bao cu thé 1a cac
dong té bao c6 ngudn gdc tir dong vat linh truéng, nhu dong té bao VERO, WI-
38, MRC5 hodc PERC.6 hodc dong 293, tir ngya, tir bo (nhu dong MDBK), tir
ctry, tir ch6 (nhu dong MDCK), tir méo hoic tir bd gim nhim (nhu dong BHK21,
HKCC hodc CHO).

Dic biét tt hon néu dong té bao Vero dugc sir dung, dong nay c6 nhiéu vu

diém: N6 1a dong t€ bao lién tuc ma dé dang nudi cly & quy md cong nghié¢p, ma
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c6 kha nang giy dot bién rat yéu va rat nhay cdm véi virut bénh dai.

Céc té bao c6 thé dugc nudi c:?iy trong hén dich hodc trén chét mang tuy
theo viéc liéu chﬁhg c6 tinh chét két dinh hay khong, theo ché d6 mé hodc ché do
cung cp theo mé hodc theo kiéu nudi ciy cung cip lién tyc. Trong truong hop
dich nudi ciy dong té bao & quy mé cong nghigp hodc ban cong nghiép, thung
nudi céy sinh hoc thudng duge st dung, thé tich cia né 16n hon 10 lit va c6 thé
tang 1&n dén hon 2000 lit, bao gdm hé théng khu4y, thiét bj phun dong khi CO, va
thiét bj tao oxy. Thung nay ciing dugc trang bj diu do dé do cac thong sb bén
trong cta thing nudi cdy sinh hoc, nhu d6 pH, lugng oxy hoa tan, nhiét do, ap
suét ciia thang, hosic mét sb thong sb hoa ly ciia dich nuoi cdy (nhu mirc tidu thu
glucoza hogc glutamin ho#ic mirc san xuét lactat va cac ion amoni). Pu do o pH,
oxy va nhiét d dugc két ndi thing nudi cy sinh hoc dé lién tuc didu chinh cac
thong sb nay. Trong trudng hop cac dong té bao két dinh duge nudi cdy trong cic
thiing nudi cdy sinh hoc, thi méi trudng nudi cdy chira cac vi cht mang ma 1a cac
vi hat @€ géin cac té bao. Céc vi chét mang nay dugc giit trong hdn dich bang cach
khudy co hoc, hoic bing céac dong khi. Trong truong hop céc té bao cta dong té
bao Vero, thuong sir dung cic vi chét mang c6 chit nén tinh dién két dinh dua
vao dextran dugc thé b?mg cac nhém N,N-dietylaminoetyl, ma cu thé dwgc ban
boi Amersham Biosciences duéi tén Cytodex 1 hodc Cytodex 2. Céac vi hat
Cytodex 3 dugc ban bdi Amersham Biosciences c6 thé cling dugc sir dung lam
céc vi chét mang.

Méi truong dugc sir dung dé nudi cdy cac té bao, ciing duoc biét nhu moi
tredng nuoi cdy té bao, co thé dugc bd sung hodc khong dugc bd sung huyét
thanh c6 ngudn gbc dong vat, hodc chira mot hosic nhiéu protein huyét thanh nhu
albumin, hogc khong chtra protein bat ky c6 ngudn gbc dong vat, hodc tham chi 13
khong chtra protein bét ky. Tét hon 14 sir dung moi trudng nudi cdy té bao khong
chira huyét thanh dong vt bat ky hoic protein huyét thanh bat ky nhu albumin
ma c6 thé phat trién cac phéan tng qua mén & c4 thé dugc chung (Swanson M.C.
et al., Journal of Infectious Disease (1987); 155(5):909-913). Dic biét tt hon 13,
sir dung moi truong nudi cdy khong chira protein c6 ngudn gbc dong vat bat ky,
hodc thdm chi 14 khong chira san pham c6 ngudn gbc dong vat bét ky. Thuat ngir

“protein hodc san pham c6 ngudn goc dong vat” chi protein hodc san pham ma
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phuong phép san xuét ching bao gbm it nhit mot busce sir dung nguyén liéu c6
ngudn gbc tir dong vat hodc tr ngudi. Pidu nay c6 thé 1am gidm nguy co truyén
bénh nhu BSE ma ¢6 lién quan dén viéc st dung céc san phim sinh hoc ¢6 ngudn
gbc dong vat. Moi truong nubi cy thuong chira lwong protein rat thip s& dugc
san xuét, vi dy, & dang céc protein tai td hop hoic duoc chiét tir cac thuc vat (dau
trong, gao, .v.v.) hodc tir nAm men. Nbng do protein nhin chung < 15 mg/l, duogc
do bing phuong phép Bradford. Méi trwdong nudi cay thuong chu yéu chua
protein c6 trong lrgng phan tir thép (< 10 KDA) ma thuc té 14 cac polypeptit. Cu
thé, day 1a trudng hop ctia moi truong VP SFM duoc ban boi Invitrogen ma thich
hop cho phuong phép clia sang ché, cu thé 1a dé nuoi cdy cac té bao Vero. Ciing
6 thé ké t6i cdc mdi truong nhu Opti Pro™ khong chia huyét thanh
(InVitrogen), Episerf (InVitrogen), Ex-cell ® MDCK (Sigma-Aldrich), Ex-cell ™
Vero (SAFC biosciences), MP-BHK® khong chira huyét thanh
(MP Biomedicals), SFC-10 khéng chira huyét thanh biéu hién BHK (Promo cell),
SFC-20 khong chira protein bidu hién BHK (Promo cell), HyQ PF Vero (Hyclone
Ref. SH30352.02), Hyclone SFM4 Megavir, moi truong MDSS2 (Axcell
biotechnology), méi trudng DMEM cai bién cua Iscove (Hyclone), moi trudong
dinh dudng Ham (Ham’s -F10, Ham’s -F12) va mdi truong Leibovitz L-15
(Hyclone), ma la cdc moi truomg khong chira san phim bt ky c¢6 ngudn gbe dong
vit va thuong chira lugng protein thip (< 15 mg/l).

Virut bénh dai c6 thé c6 ngudn gbc bét ky véi diu kién 13 n6 sao chép
trong cac té bao nhay v6i virut bénh dai. Cac ching virut bénh dai dwgc tao ra tir
thé phan 1ap ban diu thuong dugc sir dung, nhu ching Pasteur 2061, ching VP-
11 hodc ching Pitman-Moore 1.503-3 M. Céc ching rat ddc nay du dinh duoc
dung dé san xuét vacxin phong bénh dai bt hoat. Ciing c6 thé sir dung céc chiing
virut bénh dai ma da 1am gidm hiéu luc cho muc dich san xuét vacxin phong bénh
dai bi giam hoat luc séng. Chuing vi du 13, chiing SAD Bern hoic chiing SAD B19
hodc céac ching thu dugc tir cic ching nay, nhu cac ching SAG1 va SAG2 thu
duoc tir ching SAD Bern do su tdn tai cta cac dot bién diém trong glycoprotein
cta virut bénh dai G (EP350398, EP583998). EP1253197 ciing md ta cac ching
virut bénh dai khac bj giam hoat lyc én dinh hon chira mot hodc nhidu dot bién

diém trong phosphoprotein P va glycoprotein G cua virut bénh dai.
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Dich ndi nubi cy té bao da nhiém virut bénh dai thu duoc sit dung moi
trudng nhiém virut thay cho moéi truong nudi cdy té bao & thoi diém gy nhidm
céc té bao va chung ding d& san xuét virut bénh dai bing cac té bao bi nhiém.
Thanh phin héa hoc clia méi truong nhidm virut c6 thé gidng hoic c6 thé khac
v6i thanh phin ctia méi tredong nudi cdy t& bao. Mbi truong nhiém virut, giéng
nhu moi truong nudi cdy & bao, c6 thé duge bd sung huyét thanh c¢6 ngudn gbc
dong vat hodc véi mot hodc nhiéu protein huyét thanh, nhung méi truong nhiém
virut t6t hon 1 khong chira huyét thanh dong vat bat ky hoic protein huyét thanh
bat ky vi cac Iy do & trén. Dic biét t6t hon 13, méi truong nhidm virut khong chira
protein c6 ngudn gdc ddng vat bat ky, hodc thdm chi 1a khoéng chtra san phdm c6
ngudn gdc dong vat bit ky, dé phong ngira nguy co truyén bénh nhu BSE ma c6
thé lién quan dén viéc st dung cac san phim sinh hoc ¢6 ngudn gbc dong vit.
Théng thuong, moi trudng nhiém virut chira lrgng protein rat thip s& duoc tao ra,
vi dy, & dang profein tai tb hop hodc cac protein dugc chiét tir thuc vat (dau
tuong, gao, .v.v.) hodc tir nAm men. Ndng do protein thudmg < 15 mg/l, duge do
bing phuong phap Bradford. N6 thudng chi yéu chua protein c6 trong lugng
phén tir thip (< 10 kDa) ma thuc té 1a cac polypeptit. Theo mot khia canh cu thé,
mdi trudng nhiém virut khong chira protein c6 trong lugng phéan tir cao hon 10
kDa. M6i trudng nhiém virut khong chita san phidm c6 ngudn gbc dong vat bat ky
va chira lvgng thip protein (ndng d6 < 15 mg/l) ¢6 thé duoc ké t6i 1a mdi trudng
VP SFM (Invitrogen), moi truong Leibovitz L-15, méi truong MEM (Sigma-
Aldrich), méi truong Hyclone SFM4Megavir ™ (Hyclone) hodc, tity ¥, mdt trong
s6 cac moi trudng dua trén cac chét chiét thuc vt nhu duge mo ta trong cong bb
don PCT s6 WO 99/4768. Vi du, khi virut bénh dai dugc san xuit tir dich nudi
cdy cac té bao dong Vero, thi dich nbi nudi ciy té bao nhidm virut thudong duge
thu bang viéc sir dung méi truong khong chira protein huyét thanh bit ky hoic
thdm chi 13 khong chira san phdm c6 ngudn gbc dong vat bét ky, nhu cic modi
truong duge dé cap & trén, 1am moi trudong nhiém virut.

Tay theo thanh phén ctia méi truong nudi cdy té bao va ciia méi truong
nhiém virut, dich n6i nubi cdy té bao nhiém virut bénh dai c6 thé c6 wu diém sau:

- khéng chira protein huyét thanh bét ky hoic,

- khong chira protein ngoai sinh bét ky c6 ngudn gbc dong vat, hodc tham chi
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- khong chira san phdm ngoai sinh bét ky ¢6 ngudn gbc dong vat.

Khi dich ndi nudi cdy t& bao nhiém virut bénh dai khong chira protein
ngoai sinh bat ky hodc khong chira san phim ngoai sinh bét ky c6 ngudn gbc
dong vét, thi protein ngoai sinh c6 ngudn gbc khong phai dong vt ma duogc phat
hién thdy trong dich ndi thuong & ndng do rat thip (< 15 mg/l) duoc do bing
phuong phép Bradford.

Thu4t ngit “protein hoic san phdm ngoai sinh” dwgc dy dinh ding d& chi
san phdm bt ky hoc protein bit ky khong phai 1a thanh phan cua virut bénh dai
hoic cua cac té bao ma duge sir dung dé tao ra virut bénh dai. Céc protein hodc
san phim ngoai sinh 13 c4c thanh phin dugc dwa vao trong qué trinh san xut
va/hodc tinh ché virut bénh dai. Vi du, protein hodc cac san phflm c6 mit trong
thanh phan ciia méi truong nudi cdy, cic enzym, nhu trypsin hodc benzonaza, ma
duoc dua vao hodc cac san phém dugc dua vao trong qua trinh san xuét va/hodc
tinh ché virut bénh dai 1a c4c protein hodc san phdm ngoai sinh. Céc protein/san
phim ngoai sinh c¢6 ngudn gbc dong vat khi phwong phép san xuit ching bao
gbm it nhit mét budc sir dung nguyén lidu c6 ngudn gbc tir ddng vat hoic tir
ngudi. Céc protein/san phdm ngoai sinh c6 ngudn gbc khéng phai dong vat khi
chung dugc san Xuét bﬁng cac phuong thirc khéac, vi du st dung nguyén li€u thuc
vét, bang cach téng hop héa hoc hodc bang cach tai tb hop gen str dung ndm men,
vi khuén hoic thuc vét.

Viéc thu gom céc dich ndi nuéi cdy chira virut gy nhidm thuong bét diu
tir 2 dén 3 ngay sau khi c6 cac té bao bi nhidm, va tiép tuc trong khoang hai tun
ké tir khi virut khong tan nhiéu. Sau mdi 14n thu gom, cac t& bao bi nhiém duoc
dua trd lai dé nudi cdy v6i mdi truong nhiém virut méi. Cac protein duge phat
hién thdy trong cac dich nbi nudi ciy c6 ngudn gbc té bao hoic virut hodc c6
ngudn gdc tir mdi trudong nhidm virut va, & mirc do rit nho, tir modi trudng nudi
ciy té bao. Co thé bao quan tit ca cac dich thu gom, hodc chi giit lai céc dich thu
gom c6 hiéu gia gay nhim rit cao. Cac dich thu gom c6 thé dwgc bao quan riéng
biét. C6 thé tron nhidu dich thu gom véi nhau. Céc dich thu gom thudng dugc giit
& nhiét 46 khoang +5°C hoéc dang dong lanh.

Dé phong ngira, dich nbi nudi cdy chira virut can tinh ché dugce loc truée

budc chay sic ky trao doi cation d€ loai bd cac manh vun t€ bao tho, cac khoi ket
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tu c6 thé c6 mat, va céc vi chit mang con lai khi viéc nudi céy té bao duge thue
hién trén céc vi chit mang. Phuong phap loc bit ky da biét déi voi ngudi c6 ky
ning v& linh vyc nay c6 thé dugc st dung trong phuong phap ctia sang ché. Vi duy,
c6 thé ly tAm céc dich nbi hodc thuc hién chay séc ky loai theo kich thugc dé loc
dich ndi nuoi ce‘iy. Vi€c loc thuong dugce thuc hién bﬁng cach loc qua mang tiép
tuyén va/hodc mit trude va/hodc theo dd siu sir dung mot hodic nhiéu mang loc,
do xbp cua cac mang loc nay thudng nim trong khoang tir 0,2 dén 1,5 pm, t6t hon
1a tir 0,4 dén 1,0 pm. Viée loc c6 thé duge thuc hién b%lng cach loc mot 1an dich
ndi nudi ciy trong céc truong hop c6 it manh vun té bao va it khdi két tu. Viéc lgc
c6 thé ciing dugc thuc hién bing viéc két hop it nhat hai qua trinh loc lién tiép,
qua trinh loc dAu tién dugc thuc hién, vi du, bing bd loc twong déi tho, vi du, ¢6
do xép tir 0,3 dén 1,5 um, trong khi qué trinh loc thir hai dugc thyc hién bﬁng bd
loc twong d6i min, vi du, c6 d x6p tir 0,2 dén 0,5 pm. Ciing c6 thé sir dung bude
loc trudc, trude hét, st dung b6 loc so bd c6 dd xp 16n (tir 2 dén 10 pm) dé loai
bd cac manh vun té bao 16n. Céc bd loc thich hgp cho myc dich cua séng ché, co
thé duogc k& t6i 1a cac bd loc xenluloza, cic sgi xenluloza tai tao, cic s¢i
xenluloza két hop v6i bd loc vo co (vi dy, trén cac tao cét, trén peclit hodc trén
khéi silic oxit), cac bd loc xenluloza dugc két hop véi cac bo loc vo co hodc cac
nhya hitu co, hodc céc bd loc trén polyme, nhu bd loc, vi du, nylon, polypropylen,
polyvinyliden dugc flo héa hodc polyetesulfon. Cu thé, cac bo loc nay dugc ban
dudi tén thuong mai Durapore®, Millipak® hozc Millidisk™ dugc phan phdi béi
cong ty Millipore hodc bd loc dugc phan phéi béi cong ty Pall. Vi hé théng loc
theo d sau, c6 thé ké t6i bo loc theo d sau thugc loat san phdm AP (APO1), loat
san pham CP (CP10, CP30, CP50, CP60, CP70, CP90), loat san phdm HP (HP10,
HP30, HP50, HP60, HP70, HP90), cua didy CA (CA10, CA30, CA50, CA60,
CA70, CA90) va loat san phim SP (SP10, SP30, SP50, SP60, SP70, SP90) dugc
cung cip béi cong ty CUNO, b loc CUNO Delipid va Delipid Plus, va bd loc
theo d6 siu thudc loat san phém CE (CE1S5, CE20, CE25, CE30, CE35, CE40,
CE45, CE50, CE70, CE75) va thudc loat san phim DE (DE25, DE30, DE35,
DE40, DE45, DES0, DES5, DE60, DE65, DE70, DE75) duge cung cip béi cong
ty Millipore corp., b6 loc thudc loat san phém HC (A1 HC, BIHC, COHC) va bd
loc Clarigard va Polygard tir cong ty Millipore corp. Péi voi hé théng loc khéc,
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c6 thé k& dén 1a bd loc theo d9 sdu dugc phan phéi béi cong ty ManCel (vi duy,
PR 12 UP, PH12, PR 5 UP) hodc bd loc tir PALL hodc tir cong ty SeitzShenk Inc
(vi dy, Bio20, SUPRA EKIP, KS-50P). Thuén l¢i 1a buéc loc ¢6 thé duge thuc
hién bang vién nang loc gbm hai mang c6 d6 x6p khac nhau, luong nay da dé
thuc hién 14n qua trinh loc lién tuc trong mdt budc duy nhét. Cac vién nang loc
Sartopore-2 dugc ban bdi Sartorius, bao gém mang 0,8 pm va mang 0,45 pm, rat
thich hgp dé loc dich ndi nudi ce‘iy. Buéc loc trude nhu duge dé cap & trén c6 thé
ciing duoc thuc hién trudce, néu cin.

Bat ké viéc dich ndi nudi céy c6 dugc loc hay khong, néu cén do pH phai
dugc diéu chinh dén pH tir 7 dén 8, 6t hon 1a tir 7,0 dén 7,6. Cling can xac thuc
dugc viéc do din dién cia dich ndi sau khi loc < 20 mS/cm, t6t hon 13 tir 10 dén
20 mS/cm, va dic biét tt hon 1a tir 14 dén 18 mS/cm. Dich ndi nu6i céy sau do
duge dua vao cot sic ky trao dbi cation chira cac hat Fractogel® EMD SOs (loai
M) va kich thuéc clia céc hat ndy phai phit hop v6i thé tich dich ndi can tinh ché.
Cdt dugc cén bing trude trong dung dich dém cén bing c6 ndng d6 ion thép (<
200 mM). Sau d6, cot dugc rira bing dém rira ma thudng c6 cling thanh phan nhu
dung dich dém cén bang. Chét rdi khoi ot phin 16n 1a cac tap chit protein va axit
nucleic. Virut duoc giir lai trén cdt sau d6 dugc rira giai st dung dém rira giai,
ndng 6 ion cia dém rira giai ndy it nhét 13 400 mM. Vi du v& cac dung dich dém
thich hgp cho muc dich clia sang ché, ¢6 thé ké dén 13 dung dich dém Tris 20 mM
chira NaCl 150mM, d¢ pH=7,5, dé 1am can béng va rira cQt, va dung dich dém
Tris 20 mM chira NaCl, 600 mM, d¢ pH=7,5, 1am dém rira giai virut, nhung céc
dung dich dém twong duong khac bit ky c6 thé ciing phu hop. Vi kha ning chira
cia cdt duge thir nghiém, hon 70% lwong virut duge dua vao cdt ban ddu dugce
thu héi trong dich rira giai, trong khi lugng ADN va tdng luong protein c6 mat
trong dich rira giai 14n lwon thé hién nhd hon 5% va nhé hon 40% legng ADN va
téng lugng protein ban ddu da dugc dua vao cot. Cac két qua nay thu duoc cu thé
khi c4c dich ndi nuéi ciy nhiém virut khong chira huyét thanh c6 ngudn gbc dong
vét hogic khong chira protein huyét thanh hodc chi chua protein ngoai sinh cé
ngudn gdc khong phai dong vét & cac ndng d6 thép (< 15 mg/l).

Céc tac gia sang ché ciing cho thdy ring, bang viéc két hop buéc chay séc

ky trao ddi cation trén chit mang bao gbm chét nén polymetacrylat trén d6 cac
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nhém sulfoisobutyl dugc ghép béi lién két ddng héa tri, véi budce tidu héa axit
nucleic bang enzym, ciing c6 thé lam giam mitc ADN du dén khoang 1,5 dén
2 log)o nita, dn mirc ma, bing cach két hop hai buéc nay, it nhit 4,0 log;o lrong
ADN duogc loai bd thanh céng. Bing cach so sanh, st dung phuong phép loai bod
céc axit nucleic dwa vao sy tiéu héa axit nucleic bang enzym ma dugc 13p lai hai
1an, thu dugc mirc loai bd ADN khong vuot qua 3,5 log;o, budc tiéu thu thir hai
khong cho phép mirc ADN du giam duéi 0,5 dén 1 Log;, nita (xem vi du 2). Tac
nhén enzym diung dé tiéu hoa axit nucleic c6 thé dugc ké t6i 12 mot hodc nhidu
enzym, tot hon 14 ARNza vi/hoic ADNza, ho#c hén hop ciia cac endonucleaza da
duoc biét voi ngudi co k¥ ning vé linh vuc nay, vi du Pulmozyme™. Theo ndi
dung md ta phuong phép ciia sang ché, Benzonaza™, t6t hon 1a dugc thu bang k¥
thuét tai t5 hop gen, thuong duge st dung, trong khoang ndng d6 thuong tir 1 dén
50 U/ml. N6 1a endonucleaza ma hoat dong bang cach phén cit nhanh chéng
ADN va ARN té bao & dang cic manh nhé xfu va lam gidm dd nhdt ctia moi
truong. Nhiét do va khoang thdi gian xir Iy bing enzym 1 cac thong s6 ma c6 thé
dé dang kiém soat béi ngudi c6 ky ning vé linh vue nay va phu thudc vao nbng
d6 endonucleaza ban du trong méi trudng phan ting. P& ngin ngira hién tuong
két tu bat ky, mot lugng rat nhé chét hoat dong bé mit, ma tét hon 13 khong phéan
ly, nhu poloxamer 188 (Pluronic F 68) c6 thé dugc thém vao & ndng do rat thip
vao dich rira giai sic ky. Trudc bude xir Iy bing enzym, dich rta giai tiy ¥ c6 thé
dugce co dic khi thé tich 16n hon. Budc cb dic thuong duoc thuc hién béng
phuong phép siéu thdm loc c6 ngudng phan loai tir 100 kDa dén 300 kDa, t6t hon
12 tir 100 kDa dén 200 kDa. Qué trinh siéu loc nay dic trung boi dong chay tiép
tuyén qua mang tao ra luc cho phép céc phan tir khuéch tin qua mang x6p. Dong
duogc dua vao bang bom tai tudn hoan s& dwgc chia thanh hai thanh phian: dong tai
tudn hoan s& thuc hién viéc cubn (hodc dong ra khong qua mang) va dong dich
loc (dong thAm qua) ma di qua mang. Thanh phdn cia mang c6 thé, theo cach
khong bi gidi han, dugce tao ra tir xenluloza tai tao, tir polyetesulfon, tir polysulfon
hoic tir cac dAn xuét ciia cic san phdm nay. N6 c6 thé & dang t4m phéng nim bén
trong bang catxet (cu thé ding dé siéu loc kiéu tiép tuyén) hoic & dang céc soi
rong. Céc mang nay cu thé dugc ban boi Pall dudi tén mang Omega™, béi

Millipore dudi tén mang Biomax ™, va bdi Sartorius dudi tén Sartocon®. Ap suét
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ngugc c6 thé ciing dugc dua vao tir phia dich loc (thAm loc) dé 1am giam 4p suét
qua mang, nhu dugc moé ta trong WO 2006/108707. Khi dich rira gidi di qua
mang, thé tich dich rira giai giam va virut khoéng di qua mang duoc co dic. Khi
dich rira giai duoc siéu loc, thé tich ciia n6 c6 thé giam mot hé s6 ma c6 thé nim
trong khoang tir 1 d&n 100, hoic thdm chi 150, do d6 c6 thé thu dugc thé tich cubi
cing mong mubn. Budc c6 dic niy c6 thé dwoc hoan thanh véi bude thdm tach
c6 thé thay ddi thanh phdn ctia dung dich d&ém tuy nhién khong 1am thay déi thé
tich ciia dong ra khong qua mang. Piéu nay duoc khuyén cdo khi thanh phan clia
dung dich dém trong dong ra khong qua mang, do viéc giam thé tich dich rira giai,
khong con tuong thich véi hoat tinh enzym tdt ctia endonucleaza. Dung dich dém,
ma c6 thanh phan twong thich véi hoat tinh enzym t6t ciia endonucleaza, sau d6
dugc thém vao dong tai tudn hoan dong ra khong qua mang. Vi du, va khong bi
gi6i han vé ban chit, c6 thé k& dén c4c thanh phin dém tuong thich véi hoat tinh
enzym cao cia endonucleaza nhu Benzonaza™: ching chira dung dich dém Tris
v6i khoang ndng dd tinh theo mol tir 10 dén 50 mM, MgCl, véi khoang ndng d6
thuong tir 1 dén 10 mM va, tiy y, mot mudi khac, nhue NaCl, v6i khoang ndng do
tir 100 mM dén 600 mM, d6 pH cia cac dung dich dém nay nim trong khoang pH
tir 7,0 dén 8,0. Nhu dugc chi ra & trén, dich rira giai thu hdi duoc sau bude sic ky
c6 thé ciing dugc xir 1y truc tiép bang cach thém MgCl, trong khoang nong d6
thuong tir 1 dén 10 mM va sau d6 endonucleaza, nhu Benzonaza™, & néng do
mong mudn.

Pé hoan thanh viéc loai bo céc tap chét protein va loai bé benzonaza, cu
thé, dich rira giai da dwgc xitr ly bang endonucleaza s& dugc siéu ly tAm véi
gradient sucroza, c6 thé lip lai budc siéu ly tAm nay mdt hodc nhiéu 14n. Viéc siéu
ly tAm cho phép virut bénh dai dugc phén 14p bing cach diéu chinh d6 chénh 1&ch
ctia hé sb ling gitta nhiéu thuc thé khac nhau c6 mit trong dich rira giai: céc tap
chit protein di chuyén t6i noi c6 mat do sucroza thap (< 35% sucroza), trong khi
virut bénh dai & noi c6 mat dd sucroza cao hon (> 35% sucroza). Budc si€u ly
tdm theo gradient sucroza thuong dugce thuc hién theo phuong phép “dong lién
tuc” khi céc thé tich can xt 1y 16m, hodc theo kiéu quay khi céc thé tich twong d6i
nho. Viéc siéu ly tdm theo gradient sucroza thuong dugce thuc hién trén “l6p dém

sucroza” & nhiét d6 khoang 5°C. Dich rira giai d xir Iy bang endonucleaza c6 thé
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6 dang khong c6 dic hoic & dang duge c6 dic 10 14n, 20 14n, 50 1in, 100 14n, 150
lan, hogc nhiéu hon. Ty 1¢ giira tong thé tich dich rita giai duoc siéu ly tim va
tong thé tich gradient sucroza thuong tir 0,5 dén 2,0, va tét hon 1a tir 0,5 dén 1,5.
Mat dd cla “I6p dém™ sucroza ty trong thip thuong nim trong khoang tir 10%
dén 35% trong luong, trong khi mét d6 cia “I6p dém” sucroza ty trong cao
thudng ndm trong khoang tir 40% dén 60% trong lugng. Thé tich cia sucroza ty
trong thap thuong 16n hon thé tich caa sucroza ty trong cao, chiing 16n hon nhiéu
néu thé tich cua dich rtra gidi trdi qua budc siéu ly tdm 16n. Ty 1¢ giita thé tich cia
sucroza ty trong cao va thé tich cia sucroza ty trong thip thuong tir 0,3 dén 0,7.
Khoéng thoi gian siéu ly tdm phy thudc toc do ly tdm, ma thudng > 30000 g. Thoi
gian siéu ly tdm 2 gid thuong 13 da khi tdc do siéu ly tdm > 65000 g. Sau khi siéu
ly tim, san phdm duoc phén phdi theo gradient dugc liy ra sir dung bom nhu
- dong va dugc phan doan. Lugng sucroza chira trong mdi phin doan duogc do sir
dung khuc xa ké. Luong virut bénh dai trong mdi phan doan ciing dwgc do, trén
co s& phan tich glycoprotein gpG bang ELISA, cling nhu téng hrong protein trong
mdi phan doan, bing phuong phap Bradford. Profin phan tach do d6 duoc tao ra.
Vio thoi diém cubi cua qua trinh phén tich nay, cidc phan doan cta gradient chira
chti yéu 13 virut bénh dai s& duge chon va dugc két hop. Trong subt budc nay,
hon 85% va t6t hon 14 hon 90% téng lugng protein dugc loai bé, chiing chi yéu
1a c4c tap chit protein vi hiéu suét thu hdi virut bénh dai > 70% va tdt hon 1a >
80%.

Do d6, theo phwong phép tinh ché ciia sang ché, khi buéc loc dich ndi nudi
cdy té bao da nhiém virut bénh dai, buéc chay sic ky trao dbi cation trén chét
mang dugc ciu thanh tir chét nén polymetacrylat trén dé cac nhom sulfoisobutyl
dugc ghép vao bang lién két ddng hoa tri, tlly ¥ sau d6 13 c6 dic va‘hoic thim loc
bang céch siéu ly tdm dich rira gidi, budc xtt ly dich rira giai bing endonucleaza
va budce siéu ly tdm theo gradient sucroza dugc két hop, ché phadm virut bénh dai
da tinh khiét s& dugc thu, ma c6 lrong virut bénh dai twong tng véi 4,5 TU (trén
co s& do gpG bang ELISA) hodc & lidu hitu hi€u cua vacxin, chira it hon 50 pg
ADN du, tbt hon 1a it hon 20 pg ADN du va thdm chi tdt hon nita néu it hon
10 pg ADN du (dugc do bang gPCR) va chira it hon 40 pg téng lugng protein, t6t
hon 14 it hon 20 pg tdng lugng protein (duwgc do bing phwong phap Bradford). ft
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nhit 70% tbng luong protein thuong 1 protein virut. Téng hiéu suit thu hdi virut
tinh khiét it nhét 1a 45%, tét hon Ia it nhat 1a 50%, va dac biét tét hon 14 it nhét 12
60%. Tong hi¢u suit thu hdi virut tinh khiét duoc tinh trén co s& ty 1é ctia hrong
virut ¢6 mit trong (c4c) phan doan gradient duoc thu hdi sau khi siéu ly tdm so
Vv6i lugng virut ban diu c6 mat trong thé tich dich ndi virut da xtr ly. Pong thoi,
hon 4 log; lugng ADN va hon 95% téng luong protein dugc loai bd (xem Béng
I). Tt hon, néu dich ndi nudi cdy € bao da nhiém virut bénh dai khong chura
protein huyét thanh b4t ky hodc khong chira protein ngoai sinh bit ky c6 ngudn
gbc dong vat, hodc thdm chi khéng chira san phdm ngoai sinh bAt ky c6 nguédn
gbc dong vat @ cu thé dam bao d0 an toan sinh hoc 16n hon cho ché phim
vacxin.

Vi dy, bang I duéi day thé hién, cho mdi buéc cuia phuong phép tinh ché
virut bénh dai tir dich ndi nuoi céy cac t& bao Vero bi nhiém, lugng virut thu hdi

dugc va trong tu lugng ADN va luong protein duoc loai bo.

Béng I: Bang tong két céc budc khac nhau ctia phuong phap tinh ché virut bénh

dai cing v6i c4c ning suit thu duge virut va lwong ADN va lugng protein dugc

loai bé.

Budce Luong virut | Lugng  protein | Luong ADN
dugc thu hdi |dugc loai b6 | duojwe loai bo
(bing %)* (bing %)** (bang log 19)***
trong téng trong téng trong téng
budc budc budc

Loc 90 90 ND ND ND ND

Chay sic ky trén chat | 89 80 60 60 ND ND

mang EMD/SO5’

Siéu loc/thim loc 97 77 18 67 2,7 2,7

Xt Iy bing zenzonaza | 70 54 88 96 1,6 4,3

+ si€u ly tdm trén 16p

dém sucroza

*: lugng virut bénh dai duoc x4c dinh trén co s& phan tich glycoprotein G cua
virut bénh dai bing ELISA theo phuong phép duge mé ta trong vi du 1.

**; tong lugng protein dugc do bing k¥ thuat Bradford.

***: lugng ADN dugc do bing qPCR theo phuong phap dugc mo ta trong vi
du 1.

ND: khong xac dinh duoc
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Virut bénh dai tinh khiét dugc thu hdi sau bude siéu ly tim thuong ¢ dang
dugc ¢ déc qua mirc va thuong duge pha lodng dé ngén ngura viéc hinh thanh céac
khéi két tu virut trong subt thoi gian bao quan. Dung dich dém phosphat & do pH
xz‘ip xi 8, ty y duge bd sung dung dich nuéc mubi, vi du dung dich natri clorua,
thuong duoc sir dung 1am dung dich dém pha losng. Theo phuong phép cia sing
ché, hdn dich chura virut bénh dai tinh khiét thu duogc c6 thé dugc st dung lam
vacxin virut séng hodc bi gidm hoat lyc hodc 1am vacxin virut bi bt hoat. Khi
vacxin ndy dugc du dinh 1am thudc cho ngudi, thi hdn dich chira virut tinh khiét

thuong bi bét hoat.
Budc bét hoat virut

Phwong phép tinh ché virut bénh dai nhu duge md ta trong sang ché két
thic béng budc bt hoat virut khi virut dugc du dinh ding dé san xuét vacxin bi
bét hoat. Viéc bat hoat virut c6 thé dugc thuc hién béng cach ding céc chit héa
hoc da duoc biét dén dbi voi ngudi c6 k§ ning vé linh vuc nay, nhu formaldehyt,
glutaraldehyt hodc B-propiolacton. Ciing c6 thé sir dung phuong phép bit hoat
nhu dugc mo ta trong WO 2005/093049, ma bao gdm buéc cho dung dich virut
tinh khiét tiép xuc véi hop chét ky nuéc quang hoat va dé hdn hop nay duéi 4nh
sang. Trong sb céc hop chét ky nudce quang hoat, c6 thé ké t6i azidobenzen, 1-
azidonaphtalen, 4-azido-2-nitro-l-(phenylthio)benzen, 1-azido-4-iodobenzen, 1-
azido-5-iodonaphtalen,  3-phenyl-3H-diaziren,  3-phenyl-3-(triflometyl)-3H-
diaziren, 3-(3-iodophenyl)-3-(triflometyl)-3H-diaziren, 1-azidopyren, adamantin
diaziren,  axit  12-(4-azido-2-nitrophenoxy)stearic, axit béo  w-(m-
diazirinophenoxy), axit 12-[(azidocarbonyl)oxy]stearic, axit 12-azidostearic, axit
11-(3-azidophenoxy)undecanoic hodc axit w-(m-diazirinophenoxy)undecanoic
hodc 1,5-iodonaphtyl azit. Tét hon, néu B-propiolacton (BPL) dugc sit dung bai
vi n6 ddng thoi 1a chét bt hoat virut va chét alkyl héa dan t6i viéc phan cit ADN.
Vi thé, c6 thé ciing gép phin vao viéc lam giam mirc ADN dur va viéc trc ché hoat
tinh sinh hoc ctia n6. Viéc bét hoat virut bénh dai dugc thuc hién bﬁng dung dich
B-propiolacton dugc pha lodng dén ndng do tir 1/3500 dén 1/4000 (ndng d6 thé
tich cudi ciing trong dung dich chira virut tinh khiét) & nhiét do xap xi 12°C. Véi

ndng do B-propiolacton cang thip, thi thoi gian cn dé bét hoat virut cang dai hon.
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Thong thuong, viéc bét hoat virut dugc thyc hién trong khoang thoi gian tir 12 gio
dén 48 giv. Hoat tinh cia B-propiolacton dugc trung hoa béi viéc 1am néng don
gian dung dich nay & nhiét d¢ xdp xi 37°C trong xAap xi 2 gio. Sau d6, xac nhan
rang pH cia dung dich >7,0. B$ pH duogc tinh chinh, néu cén, bing dung dich
natri hydroxit lodng, hogc theo cach khéc, truéc khi xir ly bing B-propiolacton,
dung dich chtra virut tinh khiét dugc dém véi dung dich dya trén dung dich dém
phosphat, pH ~ 8, do d6 ngan ngira sy axit héa bét ky cua dung dich trong khi
thiy phan B-propiolacton.

Hoén dich chira virut duoc tinh ché theo phwong phép cla sang ché thuong
dugc bdo quan trong dém bao quan nhu, vi du, dém Tris hodc d€m phosphat. Mic
d hén dich chira virut tinh khiét c6 thé dugc tron truc tiép bing dém bao quan,
nhung buéc thim loc bang cach siéu loc vao dém bao quan thuong dugc thuc
hién, véi budc cd dic dugc bd sung vao, néu can, néu virut tinh khiét khong da
déac. Khi budc siéu loc duge thye hién, mang dugce st dung, ngudng phan loai cua
ching thuong tir 5 kDa dén 100 kDa, tt hon 14 tir 8 kDa dén 50 kDa. Dung dich
gbc chira virut tinh khiét dugc san xuét theo cach nay cubi cing dugc vo trung
bing cach loc qua mang c6 d6 x6p < 0,2 pm, va sau d6 dugc bao quan & gin
+5°C, t6t hon 12 & dang déng lanh trudce khi duoc chia thanh dang vacxin don lidu
hoic da liéu. Budc dong kho bd sung d6i vai cac ché phim vacxin néu trén c6 thé
cling dugc bao gébm. Trong trwdng hop nay, thanh phan ctia dém bao quan dugc
chon theo cach sao cho né ¢6 thé dugc dong khd. Tong hiéu suét thu hdi virut tinh
khiét bét hoat, dugc tinh toan & ddy trén co s¢ ty 1€ cia lugng virut c6 mit trong
dung dich gdc chtra virut tinh khiét thu dugc sau buéc loc vb tring cudi ciing so
v6i lugng virut ban diu c6 mit trong thé tich dich ndi mang virut (trudce khi loc)
da duoc xtt ly, it nhat van 13 40%, diéu nay cho thiy wu diém cia phuong phap
nay néu ap dung trén quy mo cong nghiép.

Cubi cling, vacxin chira virut bénh dai tinh khiét c6 thé duge san xuit véi
ning suét rat cao va d6 tinh khiét rét cao bing céch sir dung phuong phép trong
d6 bao gbm céc budc sau:

- san xudt mot 16 té bao tir ngin hang té bao, thudng tir ngan hang té bao
dang hoat dong,

- san xuat virut bénh dai sau khi gdy nhiém 16 t€ bao nay, va
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- tinh ché virut bénh dai tir dich ndi nudi cy té bao bi nhidm,
tAt ca cac budc trén dugc thuc hién st dung céc san phdm ngoai sinh khéng c6
ngudn gbc dong vat.

Bing phuong phép nay, vacxin thu dugc khong chira san phim ngoai sinh
bit ky c6 ngudn gbc dong vat.

Do d6, sang ché ciing d& cép dén phuong phép san xuét vacxin phong bénh
dai, theo do:

a) mot 16 té bao duoc tao ra,

b) 16 té bao nay dugc giy nhiém virut bénh dai,

c) virut bénh dai dugc tinh ché tir dich ndi nudi cdy t& bao bi nhidm theo
phuong phép ciia sang ché,

d) hdn dich chtra virut tinh khiét dugc trén vao dém bao quan, va

e) hén hop nay dugc chia thanh vacxin dang liéu don hodc da lidu.

Theo mét khia canh khac ciia phuong phép theo séng ché dung dé san xut
vacxin, dém bdo quan 1a dém dong kho. Trong trudng hop nay, hdn dich chira
virut tinh khiét dugc tron véi dém dong kho, hdn hop nay dugc chia thanh vacxin
don liéu hoic da liu va sau d6, c4c lidu vacxin nay dugc dong kho.

Theo mot khia canh wu tién khic cia phuong phap theo sang ché ding dé
san xut vacxin, tit ca cc budc ctia phuong phép nay dugc thyc hién st dung cic
sin pham khéng c6 ngudn gdc dong vit. Trong trudng hop nay, vacxin thu dugc
khong chira sin phdm ngoai sinh bit ky c6 ngudn gbc dong vat va do d6, dem lai
d6 an toan sinh hoc 16n hon.

Cuéi cling, dbi twong cua sang ché 13 vacxin chira virut tinh khiét bénh dai
trong d6 lugng ADN con lai duge do bing PCR dinh lugng va tdng lwong protein
c6 mit trong mot liéu vacxin hiéu quéa nho6 hon 20 pg ADN du va nhé hon 40 pg
protein. Tét hon, néu mot lidu vacxin hiéu qua chira it hon 10 pg ADN du va it
hon 20 pg tdng hugng protein. Tét hon nita néu it nhit 70% téng hrong protein
duoc chira trong liéu hiéu qué 1a protein virut bénh dai. Thuan loi 13, ché phim
vacxin c6 thé ciing khong chira san phim ngoai sinh bat ky c6 ngudn gbc dong
vét. Virut bénh dai chtra trong vacxin c6 thé bi bat hoat hoic bi gidm hoat lyc.
Phan tich profin dién di thong qua do mat d6 ddi v6i miu vacxin, thu dugc sau

khi dién di trén gel polyacrylamit va quan sat bang cich nhudm mau xanh
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coomassie, thuc té cho thiy rang hon 70% protein c6 ngudn gbc virut. V& co ban,
5 protein virut bénh dai (nghia 13 glycoprotein G, nucleoprotein N,
phosphoprotein P, protein gian bao M, ARN polymeraza L) dugc phét hién thiy
trén gel polyacrylamit (SDS-PAGE) dugc tao ra khi c6 mit 2-mercaptoetanol.

Hon thé nita, viéc phan tich ¢& hat cia mu vacxin bing may Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments), ma do chuyén déng Brownian ctia cdc hat trén
co s& tan xa 4nh sdng chudn dan hdi (tdn xa anh sang dong - Dynamic Light
scattering), cho thdy su ton tai ciia mot quén thé duy nhét gdm c4c hat ¢6 kich c&
tir 100 dén 300 nm véi gid tri trung binh 13 180 nm, ma twong tmg véi kich thude
trung binh ciia virut bénh dai. Viéc phan tich miu vacxin bang cach soi dudi kinh
hién vi dién t& ciing cho théy sy ¢6 mit cua cic hat virut c6 dang vo thong
thuong. Do d6, vacxin theo sang ché & dang hdn dich ddng nhét cua virut bénh
dai toan phin tinh khiét trong d6 viéc phan tich kich c& hat bing may Zetasizer
Nano ZS cho thiy su ton tai coa dinh don xAp xi tir 100 dén 300 nm. Hdn dich
ddng nhit chira cac virut bénh dai tinh khiét c¢6 cac ddc tinh tinh khiét nhu duoc
md ta c6 thé thu dugc bang viée thirc hién phuong phép tinh ché nhu duge mb ta
trong sang ché.

Thir nghiém chinh thirc dwgc WHO phé chuin ding dé danh gia hiéu qua
clia vacxin phong bénh dai 1a thir nghiém NIH (dwgc mé ta cu thé trong chuyén
luan cta Dugc dién Chau Au sb 216 lién quan dén vacxin phong bénh dai dugc
bao ché tir dich nudi cdy té bao va dugc dy dinh lam thudc cho ngudi). Dé c6 hidu
qua, lidu vacxin nén chira it nhAt 2,5 IU theo thtr nghiém NIH. Viéc dung lidu
hiéu qua cua vacxin phong bénh dai (nghia 13 it nhat 2,5 IU theo thir nghiém NIH)
trong co cho nguoi theo quy trinh tiém ching hodc tiém ching huyét thanh
thuong duge khuyén cdo 1am phat trién tinh mién dich bao vé. Hon thé nita, da
thiy rang, khi luong virut bénh dai chira trong lidu vacxin thu dugc theo phuong
phép ciia sang ché it nhit 13 4,5 IU trén co s& do glycoprotein G bing ELISA,
lugng ndy twong Gmg véi it nhit mét lidu vacxin hidu qua (nghia 13 chira it nhét
2,5 IU theo thir nghiém NIH).

Thir nghiém NIH 1a thtr nghiém thir thach dugc thuc hién trén chudt, trong
d6 x4c dinh lwong vacxin thir nghiém cén d& thu dugc mirc bao vé tuong duong

trén chudt chéng lai cac tic dong gy chét ngudi ciia ché phim virut bénh dai da
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chuin do truée dugc dung trong ndo nhu nhitng gi quan sat duoc déi véi mdt
lugng ché phim vacxin phong bénh dai tham chiéu. Ché ph4m vacxin phong bénh
dai tham chiéu dugc dinh c& theo don vi qubc té (international unit - IU). Pon vj
qu6c té (international unit - IU) 1 hoat tinh c6 mat trong mot lwong nhét dinh cia
chét chuin qudc té. Tuong duong vé IU cua chit chuin qudc té duoc thiét 1ap bédi
WHO. Sau khi xdc thyc duge ring cac thong sé dbi ching cia thir nghiém hiéu
qua duge quan st 1a ding, sb lvong IU ¢6 mit trong vacxin thir nghiém sau d6
dugc xac dinh trén co s& cic gia tri cta liéu bao v€ 50% cua vacxin dugc thir
nghiém va ciia ché phdm tham chiéu (dinh ¢ bang IU). it nhét 13 2,5 TU nén c6
mit trong mot lidu dé dem lai hi€u qua trong viéc tiém ching.

Liéu hiéu qua cua vacxin dugc tiém trong co & ngudi thuong duge chira
trong thé tich tir 0,5 dén 1 ml hén dich 1éng ma sin sang dé dung hoic thu dugc
bang cach gid dong don gian hodc theo cach khéc, thu duoc ngay bang cach hoan
nguyén san phim dong kho bing dung moi.

Cac quy trinh ching vacxin dugc st dung dé bao vé ngudi chéng lai bénh
dai da duoc biét dén va chung khéac nhau, phu thudc vao viéce chiing vacxin d6 dé
phong bénh hay chita bénh. Thong thudng, trong truong hop chiing vacxin dé
phong ngira, quy trinh ching vacxin dau tién bao gdm chiing lidu vacxin hi¢u qua
v0i hai hodc 3 mili tiém trong co. C4c miii chiing vacxin tang cuong sau do dugc
ding, & khoang thoi gian déu nhau, bing viéc dung liéu vacxin don hiéu qua.
Trong truong hop chiing vacxin chira bénh, cic quy trinh chung vacxin khac nhau
tiy thudc vao li€u ca nhin d6 da phoi nhiém véi virut bénh dai 44 dugc ching
ngira hay chua va tity theo nudce. Quy trinh ching vacxin thudng dugc khuyén
céo & cac ca thé chua dugc gy mién dich hojc c6 kha nang midn dich kém, song
song véi viéc ding huyét thanh khang bénh dai, bao gdm 5 miii tiém trong co lién
tiép cua lidu vacxin hiu qua trong khoang thoi gian 1 thang, sau d6 1a tiém nhéc
lai sau ba thang. S6 1in tiém dugc giam xudng 3, hoic tham chi xudng t6i mot,
khi c4c c4 thé phoi nhim véi virut d4 duge chiing ngira day du trude d6. Cac quy
trinh ti€m ching khéc trong trudng hop tiém ching dé chita bénh & cac ca thé
khong dugc gay mién dich hogc c6 kha ning mi&n dich kém c6 thé 1am giam sb
lan tiém va/hodc luong khang nguyén vacxin duge ding c6 thé dugc sir dung

trong ndi dung ctia sang ché. Cu thé, do 1a quy trinh “Zagreb”, bao gdm 4 1an tiém
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bép moét lidu vacxin hiéu qua (vé6i 2 14n tiém & cac vi tri khac nhau dugc dung vao
ngdy DO, tiép theo tiém vao ngay D7 va sau d6 vao ngay D21), hoic quy trinh

tiém ching trong da.

Vi du thwe hi¢n sing ché

Sang ché nay s& duoc hidu 6 hon thong qua cic vi du sau ddy ma ching
chi ¢6 tdc dung minh hoa, chit khong 1am han ché pham vi clia sang ché.
Vi du 1: So sanh céc chit mang khéc nhau dung trong sic ky trong phuong phap
tinh ché virut bénh dai
1-1) San xuét virut bénh dai trén céc t& bao VERO trong moi truong khong

chira huyét thanh

Céc t€ bao thudc dong té bao VERO, sau khi duge lam thich nghi véi céc
diéu kién nudi ciy trong moi truong khong chira huyét thanh nhu dugc mo ta
trong WO 01/40443, dugc chuyén vao thung nuéi cdy sinh hoc c6 dung tich tir 10
dén 20 lit chia cic vi chit mang cytodex 1 trong méi truong VP SFM
(Invitrogen). Sau thoi ky nudi cdy tir 3 dén 4 ngay & 37°C véi do pH duy tri xép
xi 7,2 + 0,2, mic bdo hoa oxy duogc duy tri & 25% + 10% va moi truong dugc
khudy nhe, céc té bao bj nhidm virut bénh dai v6i hé s& boi nhidm ;2 0,01 trong
mdi trudng nhiém tring virut chira méi truong VP SFM (Invitrogen). Trong
truong hop céc thir nghiém dugc thuc hién véi chit mang sic ky 1a Fractogel
EMD-S03", viéc san xuét virut bénh dai duoc thyuc hién & quy mo 150 lit, sir dung
céc thing nudi cdy sinh hoc dung tich 150 lit. Céc dich néi nudi ciy t& bao bi
nhiém dugc thu gom vao cac ngay D7 (H1), D11 (H2) va D15 (H3). Sau mdi 14n
thu gom, méi trudng nhiém tring virut méi lai duge dua vio.
1-2) Loc va phan tich dich thu gom

Buéc loc dugc thuc hién bﬁng cach str dung hai qua trinh loc truyc dién lién
tiép; qué trinh loc dau tién sir dung b loc so bd lam tir polypropylen 8 pm
(Sartopure PP2, SARTORIUS) dé loai b6 vai vi chét mang 13n vio trong qué trinh
thu gom, cac té bao VERO dugc tach ra khéi chét mang va cdc manh vun té bao
16n; qua trinh loc thir hai sir dung bd loc PES, dugc ché tao tir td hop hai bd loc,
0,8 pm va 0,45 pm (Sartopore 2, SARTORIUS), dé loai bé cac khéi két tu.

Luong virut bénh dai c6 mit trong dich thu gom di loc dugc x4c dinh b%mg
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cach do lugng glycoprotein G (gpG) dugc do bing phuong phép ELISA duéi day:
Xap xi 0,12 pg/100 pl dung dich khang thé don dong khéng gpG 1112-1
(céc ddc tinh ctia chung duge mo ta trong tai liéu: Journal of Clinical investigation
(1989), tap 84, céc trang tir 971 dén 975), duoc pha loang sén trong dung dich
dém phu (dung dich dém carbonat/bicarbonat 0,2M, d6 pH=9,6), dugc phén tan
vao c4c 16 ctia vi dia ELISA. Sau khi o qua dém trong phong lanh, sau d6 ria
nhiéu l4n trong dung dich dém rira (dung dich dém phosphat duoc bd sung Tween
20 0,05%), 100 ul dung dich dém bao hoa (dung dich dém phosphat dugc bd sung
albumin huyét thanh bod 1%) dugc phan tan vao mébi 16. Sau khi & trong mot gio &
37°C, tiép tuc rira vai lan, loat dung dich pha loang ctia m3i mAu thi nghiém dugc
pha ché trong dung dich d¢ém pha lodng (dung dich dém phosphat dugc bd sung
Tween 20 0,05% va albumin huyét thanh 0,1%). Ddng thoi, loat dung dich pha
lodng cta chét chudn tham chiéu, ma duoc dinh c& theo chat tham chiéu quéc té
cia NIBSC (vi du, PISRAV), dugc diéu ché trong mdi vi dia. Sau khi 4 thém
trong mot gio & 37°C, tiép tuc rira vai lan, 100 pl dung dich khang thé don dong
chuft khang gpG D1 (cic dic tinh cia ching dugec md ta trong tai li€u:
Biologicals (2003), tap 31, c4c trang tir 9 dén 16), dugc biotinyl hda va sir dung
sau khi pha loang dén ndng d6 1/5000 trong dung dich dém pha loang, dugc phan
phéi vao mdi 18. Cac dia nay duoc d& & 37°C trong 1 gitr va sau d6 rira nhidu 1in
truéc khi phan phéi vao 100 pl dung dich streptavidin lién két peroxydaza (Hiép
hoi k¥ thuat sinh hoc Mién Nam - Southern Biotechnology Associates), duoc pha
loding truée dén ndng d6 1/15000 trong dung dich dém pha lodng, vao mdi 16. Sau
khi 1 thém & 37°C trong mot gio, tiép tuc rira vai 14n, 100 pl dung dich ciia dung
dich dém xitrat 0,05M, d6 pH=5, chita co chét phét hién (O-phenylendiamin),
dugc phan tan vao mbi 16. Sau thdi gian 1 30 phit & nhiét do méi treong xung
quanh trong béng t8i, phan ng phat hién dugc ngimg lai bang viéc thém dung
dich H,SO4 2N véi thé tich 50 ul /15. Viéc ghi phd quang ké ciia cac vi dia dugc
thue hién & hai bude song (492 nm va 620 nm). M4t d6 quang dugc do 1a dd
chénh 1éch giita hai l4n ghi c6 tinh dén sy hip thu ctia nhya. Hoat tinh tuong doi
dugc tinh bang phuong phap dudng song song theo khuyén cdo cta dugc dién
chiu Au. Hiéu gia virut bénh dai trong mau dugc tinh toan dua trén viéc xac dinh |

néng dd cua glycoprotein G cua virut bénh dai, dugc biéu dién b:?mg don vi IU/ml
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so v6i tham chiéu.

Téng lugng protein c6 mit trong cac dich thu gom da loc duge do bing
cach str dung phuong phép Bradford thong thudng thong qua bd kit dugc ban béi
Biorad (ref: 500-0006).

Lugng ADN c6 mit trong cac dich thu gom da loc dugce do bang qPCR.
Quy trinh lam viéc tuong tu quy trinh duge mo ta boi Lebron J.A. va cac dong tac
gia, trong tai li¢u: Developments in Biologicals (2006), tp 123, cac trang 35-44.
Sau khi chiét ADN du khéi céc dich thu gom d loc bing bb kit Extractor ¢6 ban
sin tr Wako Pure Chemicals, luong ¢ dinh ADN ngoai sinh, ma ding 1am d6i
chimg ndi dé khuyéch dai PCR, dugc dua vio méi mAu. Déng thoi, miu ADN hé
gen c6 ngudn gbc cac t& bao VERO duoc phan giai bing cach lam dong lanh/gia
dong lién tiép, sau d6 duge xir Iy bang Rnaza A, véi ty 1é 2 mg RNaza A/2,5x10°
té bao, dugc tao ra va sau dé, cudi clng, tinh ché sau d6 béng cach s dung kit
QIAamp Virut BioRobot 9604 (QIAGEN). ADN tinh khiét dugc dinh lvgng bing
do quang phd & 260 nm. Bang cich sir dung ADN tinh khiét nay (ADN chuén),
khoang hiéu chuin dugc tao ra bing cach pha loing gép 10 14n. Cac miu thu
dugc tir dich thu gom di loc va cdc miu nam trong khoang hiéu chudn sau d6
duogc dua vao chu ky khuyéch dai PCR, sau khi b sung, v6i mdi thir nghiém,
miu do huynh quang Alpha -MPH3, hai doan mdi va hdn hop tron sin 2X
QuantiTect Probe Master Mix (Qiagen) trong thé tich nudc hoan toan khong chira
nucleaza (vira du 50 pl). Chu trinh khuyéch dai dwgc thuc hién bing cach sir dung
may Light Cycler 480 (Roche Applied Science) sit dung chwong trinh: 95°C,
15 phut; 40 chu ky bao gdm hai budc 95°C, 15 gidy; 60°C, 60 gidy. Luong ADN
con lai duge chiét tir dich loc da loc sau @6 duoc tinh toan, béng phép ndi suy,
trén co s& gid tri do 4nh sang huynh quang nhan dugc so khoang hiéu chuin da
duoc thiét 14p v6i ADN chuén. Lugng ADN con lai dugc diéu chinh bing hé sb
hi¢u chinh tvong Ung véi hiéu qua tich dién dugc do cho miu béng cach dinh
lrong ADN ngoai sinh. Thong thudng, ndng do glycoprotein G (twong Gng véi
hiéu gia cua virut bénh dai), ndng do protein téng va nong d6 cia ADN trong dich
thu gom d4 loc nim trong pham vi tr 1 dén 3 TU/ml déi véi glycoprotein G, tir 50
dén 100 pg/ml dbi véi protein tdng va tir 5 dén 50 ng/ml d6i véi ADN.

1-3) Xéc dinh cac muc hiéu qua ciia cdc chit mang khac nhau dung trong sic ky
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vé kha nang loai bd axit nucleic va gitt lai virut bénh dai cia chung

Kha nang loai bd ADN té bao ra khéi céac dich thu gom d3 loc dugc danh
gia trén cac chét mang sic ky sau day:

Chét mang anion

- Fractogel ® EMD TMAE (Merck) (chit mang trao déi anion manh)

- Fractogel ® EMD DEAE (Merck) (chét mang trao d6i anion yéu)

- Mang tich dién duong Q Sartobind ® (Sartorius)

- Mang tich dién duong Q Mustang ® (Pall)

Chét mang cation

- Fractogel ® EMD SO3" (Merck) (chét mang trao ddi cation manh).

Céc thi nghiém so b0 duwoc thuc hién trén mang tich dién duong
Sartobind® dé xac dinh ndng d6 mubi tdt nhét dé ria gidi virut bing sic ky trao
ddi anion. Céc thi nghiém nay da cho thiy rang virut dugc rira giai hoan toan qua
gradient mudi, bao gém & IM. Piéu nay ciing ding d6i véi cac chit mang anion

khéc dugc thir nghiém. Céc profin rira giai thu duge dugc ding dé chon ndng do

400 mM, dé can bang chon ndng d6 NaCl 13 450 mM.

Céc chit mang anion sau d6 dugc can bing trong dung dich dém Tris
20 mM chira NaCl 150 mM, d pH=7,5. Céc dich thu gom d loc sau d6 duoc cho
tiép xtic vi nhidu chét mang khéc nhau dugc nghién ctru. Cac chit mang anion
sau d6 dugc rira trong dung dich dém Tris 20 mM bao gém NaCl 150 mM, do
pH=7,5. Virut sau d6 dugc tach ra khéi chit mang bing dém rtra giai Tris 20 mM
chira NaCl 450 mM, d6 pH=7,5.

Cac thi nghiém trén ct Fractogel ® dugc thuc hién sit dung dich thu gom
da loc H1. Tir 35 dén 50 IU virut bénh dai va tir 13 dén 25 pg ADN duoc tiém
vao 1 ml gel.

Céc thi nghiém trén mang dugc thuc hién béng cach sir dung dich thu gom
dd loc H2. 13 IU virut bénh dai va tir 350 dén 450 ng ADN dugc tiém trén mot
cm’ mang.

Céac diéu kién 1am viéc dugc sir dung cho séc ky trao dbi cation trén chét
mang Fractogel® EMD SO3" ciing dwgc t6i wu héa. Chét mang Fractogel®
EMD SO3" dugc cén bing st dung dung dich dém Tris 20 mM chtra NaCl
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150 mM, d6 pH =7,5. Céc thi nghiém trén chit mang Fractogel® EMD SO3"
dugce thuc hién sir dung dich thu gom d4 loc H1. P$ dan dién cia moi truong (tir
14 mS/cm dén 18 mS/cm) va pH (tir 7,5 dén 7,7) duoc x4c thue. Xép xi 50 IU
(trén co s& phan tich glycoprotein G) virut bénh dai dugc tiém vao 1 ml gel. Sau
khi thu gom dich loc dé x4c dinh lugng virut lién két vé6i cot, chét mang sau d6
dugc rira trong dung dich dém Tris 20 mM chtra NaCl 150 mM, dé pH=7,5. Sau
do, virut dugc rira giai trong dung dich dém Tris 20 mM chira 600 mM NaCl,
pH=7,5, d6n thoi thu hdi dinh virut trong phin doan doc 1ap. Cubi clng, chét
mang duoc tai tao trong dung dich dém Tris 20 mM chira NaCl 1M, pH=7,5. Céac
két qua thu dugc dugc néu trong bang IT bén dudi.

Bang II: Mirc d6 hiéu qua ciia c4c chit mang khac nhau dung trong sic ky

Loai chit mang sic Higu suat thu | Luong ADN | Luong ADN dugc loai bo
ky hoi virut con lai (tinh theo %).
(ng/ml)
Mustang Q 47% 4x* 93%
Sartobind Q 50% 1** 98%
Fractogel 54% 196** 48%
EMD-TMAE
Fractogel 70% 161** 73%
EMD-DEAE
Fractogel 89% 4,15%** 99,7%***
EMD-SO03"
*: hiéu gid cia virut bénh dai dugc x4c dinh trén co s& do glycoprotein G
bing ELISA
**: Lugng ADN con lai duge do bing gPCR truc tiép trén san phidm duge
thu hoi

***: Lugng ADN con lai dugc do béng qPCR sau khi c6 dic dich rira giai

v6i hé s 6 bang cach siéu loc.

Céc chit mang mang tich dién duong (Sartobind® (Sartorius) hoic
Mustang® Q (Pall)) dé dang loai bé ADN (hon 90% ADN dugc loai bd trong
phén doan dugc thu thip), nhung mit khéc, hidu suit thu hoi virut lai twong dbi
thdp (< 50%). DP6i véi cac chét mang dya trén cac gel tich dién dwong
(Fractogel® EMD TMAE (Merck), Fractogel® EMD DEAE (Merck)), quan sat
thdy xu huéng trai ngugc, nghia 12 hiéu sudt thu hdi virut cai hon (> 50%) nhung

hi€u qua loai b6 ADN lai giam (73% ADN dugc loai bo trong trudng hop t5t nhét
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trong sb céc truong hop nay). Mit khac, khi chét mang cation Fractogel®
EMD 803" dugc sir dung, ca hiéu qua loai bd ADN rét tét (hon 95% ADN duroc
loai b6 trong phan doan dugc thu thip) 13n hiéu suét thu hdi virut cling rat t6t (>
70%). Céc mirc hiéu qua cia chit mang cation Fractogel® EMD SO3" dung trong
sic ky theo d6 ciing t&t hon so véi cac mirc nhan duoc khi sir dung céc chit mang
anion dung trong sic ky.

1-4) Xac dinh mirc hiéu qua cia cac chat mang cation khac nhau dung trong sic
ky

Tir céc thi nghiém trude da cho thiy ring chét mang sic ky trao ddi cation

manh ¢6 mirc hiéu qua cao hon so véi cic chét mang anion, cac tic gia da xac
dinh duogc cac dic tinh cua chét mang séc ky trao d6i cation manh ma dem lai
mirc hiéu qua tbt nhit bing céch thi nghiém cac chit mang khic nhau dung trong
séc ky trao dbi cation manh ma khéc nhau, cy thé 13 & chit nén va cic nhém ciia
chiing (cac phdi tir). Dic tinh ciia cac chat mang khic nhau dugc thi nghiém duoc
néu bén dudi:

- Mang tich di¢n 4m Sartobind® S (Sartorius): mang xenluloza duoc
ghép cc nhém axit sulfonic (cac phdi tir) trén do;

- Mang tich dién 4m Mustang™ § (Pall): mang polyetesulfon dugc ghép
cac nhom axit sulfonic (cac phéi tir) trén do;

- Gel Capto™ S (GE Healthcare): gel ma c6 chit nén dua trén agaroza,
trén d6 cac nhém sulfoetyl (c4c phdi tir) duge ghép vao nh¢ cac nhanh
trung gian dva trén dextran;

- Gel SP Sepharose XL (GE Healthcare): gel c6 chit nén dya trén
agaroza trén d6 cic nhom sulfopropyl (cac phéi tir) dugc ghép vao nho
cac nhanh trung gian duva trén dextran;

- Toyopearl® SP-650 C (Tosoh): nhua c¢6 chit nén dua trén
polymetacrylat, trén d6 cac nhom sulfopropyl (cac phdi tir) duge ghép
Vao;

- Fractogel® EMD SO;” (Merck): gel c6 chit nén dwa trén
polymetacrylat, trén d6 cic nhom sulfoisobutyl dwgc ghép vao nhd cac
nhanh trung gian bao gdm céc chudi polyme thu dugc bing cich

polyme hbéa monome c6 cdng thitc héa hoc: CH,=CH-CO-NH-
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C(CHj;),-CH,-SO5-.

Céc gel c6 cac phéi tir dugc ghép trén chit nén bing nhd cac nhanh trung
gian c6 cdu trac “xac tu” ma thuong hd trg twong tac phdi ti/protein.

Nhiéu thong sb khac nhau dugc dinh gi4 dwa cho sic ky trén mang
Sartobind® S (Sartorius) (thé tich chit mang: 7 ml): 40 pH cua dich thu gom da
loc duge tiém, nidm trong khoang tir 7,5 dén 8,0, d6 dan dién cua dich thu gom da
loc dugc tiém, nim trong khoéang tr 4,5 mS/cm dén 17,9 mS/cm, va lugng virut
tai nap dugc tiém, nim trong khoéang tir 4 IU/ml d&én 11 IU/ml chét mang. Bit ctr
thong s6 nao dugc nghién ciru, thi hidu suit thu hdi virut ludn ludn 1a < 35%.

Trong truong hop chay sic ky trén mang Mustang™ S (Pall) (thé tich chat
mang: 10 ml), d6 pH va d6 dan dién cua dich thu gom da loc 1an luwot 14 7,5 va
14 mS/cm, trong khi lugng virut tai nap 14 32 IU/ml chét mang. Hiéu suét thu hdi
virut rét thip (< 10%).

Cung quy trinh hoat dong nhw da dwgc st dung dé chay séc ky trén chét
mang Fractogel® EMD SO; dugc st dung dé chay séc ky gel khac (xem phan 1-
3). Chi c6 su khac biét duy nhit lién quan viéc téi tao gel Toyopearl® SP-650 C,
12 dugc thuc hién trong dung dich dém Tris 20 mM chira NaCl 2M, d6 pH=7,5.
Céc didu kién v& do pH va d6 din dién giéng nhu trong chay sic ky trén
Fractogel® EMD SO;” dugc sir dung. Céc giéi han vé kha ning chira clia cc chét
mang khéc nhau ding trong séc ky cling cin luu y khi tiém tai lugng virut chira
trong dich ndi bé mat dugc loc.

Khong gidng nhu chét mang Fractogel® EMD SOj, trong d6 x4p xi 5%
téng lugng virut tiém vao dugc phat hién théy trong dich loc, lwgng virut dugc
phat hién thiy trong dich loc sau khi chay sic ky trén ba loai chit mang khac (Gel
Capto™ S, Gel SP Sepharose XL va gel Toyopearl® SP-650 C) nim trong khoang
tir 80 dén 99% tdng lugng virut dugc tiém. Hiéu sudt thu hdi virut tir céc dich rira
gidi theo d6 rat thip (< 10%).

Céu tric ciia cac phdi tir va cia chit nén trong cac chit mang sic ky trao
dbi cation manh theo d6 déng vai trd quan trong, bdi vi chi chit mang chira chét
nén polymetacrylat trén d6 cdc nhom sulfoisobutyl dugc ghéo vao c6 thé thu dugc
dich rira giai trong d6 it nhit 70% virut bénh dai duoc thu hdi. Két luén, trong sb

tat ca cac chat mang sic ky anion va cation dugc thi nghiém, thi chét mang
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Fractogel® EMD SOj;” (Merck) 1a chit mang duy nhét thé hién cac mirc hiéu qua
ma thuc sur c¢6 thé khai thac duoc tir quan diém cong nghiép, do hiéu suit thu hdi
bénh dai > 70% trong khi hon 95% ADN dugc loai bo.

Vi dy 2: Uu diém cua viée két hop buéc chay sic ky trén chét mang Fractogel®
EMD SOj’ v6i buéc xit Iy bing benzonaza trong phuong phép tinh ché virut bénh
dai.

Dé danh wu diém cta viéc két hop nay, phuong phap néu trén duogc so sanh
v6i phuong phép tinh ché virut bénh dai bang cach xt Iy benzonaza hai 14n. Viéc
xur ly benzonaza thong thudng duoc str dung dé loai bd cac axit nucleic ma chira
trong sin pham sinh hoc. Khi viéc xir ly bing enzym nay duoc lap lai, lugng
ADN dugc loai bo ting 1én.

Phuong phép tinh ché virut bénh dai ma s dung “viéc x& Iy bing
benzonaza hai 14n” dwgc so sanh véi quy trinh cta séng ché, trong d6 budc chay
sic ky trao dbi cation trén chat mang Fractogel® EMD SO;™ dugc két hop véi
viéc xir Iy bing benzonaza.

Trong trudng hop xit 1y bang benzonaza hai 13n (UF-Bz-UF-Bz), quy trinh
tinh ché dugc sir dung twong tng véi quy trinh duge md ta trong Bang III dudi

day:
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Bang I1I — Tinh ché virut bénh dai bing viéc xir ly bing benzonaza hai lan (UF-
Bz-UF-Bz).

0,45 pm dich thu gom d3 loc

CQ dac/loc th,ém téch béng cach siéu loc
nong d9 = gap 20 1an nong d ban dau

Piéu chinh bing MgCl, 2 mM

Benzonaza
15 U/ml dich thu gom

C(‘)‘d'cflc/l(_)c thém tach b%}ng cach siéu‘loc
nong d6 = gap 5 1an nong d6 ban dau

Diéu chinh bing MgCl, 2 mM

Benzonase ®
15 U/ml dich thu gom

Siéu ly tdm theo gradient sucroza

Trong truong hop viée xtr Iy két hop phép séc ky trao dbi cation trén cht
mang Fractogel® EMD SOj;" va viéc xir Iy bing benzonaza (CEX- UF-Bz), thi
phuong phap tinh ché dugc sir dung twong ung véi phuong phap dugc mo ta

trong Bang IV duéi déy:
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Béang IV

Tinh ché virut bénh dai bang viéc két hop phép sic ky trao ddi cation trén chét
mang Fractogel® EMD SOs” va viée xit ly benzonaza (CEX-UF-Bz).

0,45 um dich thu gom @3 duoc loc

Phép ghi sic ky trén F ractogel EMD SO3”

Cb dic / loc thim téch bing may loc siéu Ioc
Nong d6 ~100x C

Diéu chinh bing MgCl, 2 mM

Benzonase ®
15 U/ml dich thu gom

Siéu ly tAm theo gradient sucroza

Trong ca hai truong hop, phwong phap tinh ché dugc thuc hién bat du tir
cung dich thu gom @3 loc H1 c6 thé tich xép xi 20 lit ma dugc chia thanh hai phin
bang nhau.

Trong trudng hop clia phuong phap UF-Bz-UF-Bz, hai ndng d6 dugc thyuc
hién trén mang PES Medium Screen 100KDA (PALL) két hop v6i thdm loc trong
dung dich dém Tris 20 mM chira NaCl 150 mM, pH = 7,5 bﬁng cach siéu loc,
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budc siéu loc dau tién lam giam thé tich dich thu gom d4 loc véi hé sé xap xi 20,
trong khi budc siéu loc thir hai 1am giam thé tich dich thu gom dé loc véi téng hé
s6 xAp xi 100. Truéc mdi 1in xir 1y bing benzonaza, dung dich MgCl, dugc thém
vao sao cho néng dd trong dich giir lai 1a 2 mM. Viéc xir ly bﬁng benzonaza dugc
thyc hién bang cach thém 15 U/ml dich thu gom th6 vao mdi trudng phan tng va
dé moi trwong phan tng trong 2 gi & nhiét d¢ thi nghiém.

Trong trudng hop cla phwong phap CEX- UF-Bz, budc sic ky dugc thuc
hién theo cac phuong phap duoc mo ta trong doan 1-3. Dich rira giai chtra virut
tinh khiét sau d6 duoc ¢d dic véi hé sb xe“ip xi 5 va duge thim loc va sau d6 duoc
xit Iy bang benzonaza st dung quy trinh gidng hét nhu quy trinh dugc st dung
trong phuong phdp UF-Bz-UF-Bz.

Trong ca hai phuong phép, budc siéu ly tim dugc thyc hién trén cac dém
16t 34-60% sucroza v6i khdi quay kiéu 45 Ti & 21000 vong/phut trong 2 gio &
+5°C. Céc phan doan ciia gradient chira virut tinh khiét duoc thu hdi, két hop, vi
sau d6 phan tich ham lugng ADN, virut va protein tong sd.

Bang V dudi day thé hién, & céc giai doan tinh ché khac nhau, ham lugng
ADN, gpG va protein tdng sb thu duge duéi ham cia phurong phap dugce st dung.

Bang V: Danh cht mang v& hai phuong phép tinh ché

Giai doan tinh Théng sb Phuong phap Phuong phap CEX-
ché UF-Bz-UF-Bz UF-Bz
Thé tich 9620 ml 9620 ml
Dich thu gom d& Ham luong ADN 270
loc (ng/ml) 1,7
Ham lugng gpG (IU/ml) 713 x 10° pg/4,5 IU
ADN/gpG
Thé tich 100 ml
UF-Bz-UF Ham lugng ADN NT
(pg/ml)
Ham luong gpG (IU/ml) 106,6 IU/ml
thé tich 100 ml
CEX-UF Ham lugng ADN NT
(pg/ml)
Ham lugng gpG (IU/ml) 113 IU/ml
thé tich 800 ml 800 ml
Ham luong ADN 1,1x 10° <0,1
Sau UC (pg/ml)
Ham luong gpG (IU/ml) 9,7 8,46
Tong lugng protein/gpG 36 pg/4,5 IU 24 ug/4,5 IU
ADN/ham lugng gpG 510 pg/4,5 TU <50 pg/4,5 TU
Log o tong lugng ADN giam 3,47 >4.5
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Hiéu suit thu hoi virut * i 63% | 55% ]

UF/Bz/UF: twong ung véi dich giit lai thu duoc sau lan siéu loc thir hai va
chi trude bude xir Iy bang benzonaza 1an thir hai trong quy trinh UF-Bz-UF-Bz.

CEX/UF: tuong tng véi dich dugce gitt lai thu dugce sau budce siéu loc va
trude budce xir Iy bing benzonaza trong quy trinh CEX- UF-Bz.

Sau UC: twong Urng voéi giai doan & d6 cac phin doan cua gradien chira
virut tinh khiét dugc két hop sau khi siéu ly tdm va sau khi tdng thé tich dugc
diéu chinh sao cho dac gép 12,5 14n so vdi thé tich cia dich thu gom d4 loc.

*: hiéu suét thu hdi virut dwgc tinh trén co s¢ ham luong gpG ELISA.

Céc két qua trong bang V da cho thiy ring viéc két hop séc ky trén chét
mang Fractogel® EMD SO;™ véi viée xir Iy bang benzonaza sau d6 (phuong phép
CEX-UF-Bz) cho hiéu qua hon nhiéu trong viéc loai bd ADN so véi viéc xtt ly
bang benzonaza hai 1in (phwong phap UF-Bz-UF-Bz). Ciing c6 thd lam giam
lrong ADN con lai it nhit 13 thém 1 Log;, nita st dung phwong phép CEX-UF-
Bz. Céc két qua nay ciing dugc x4c nhan & cdc quy mo thé tich khac nhau.

Ciing lvu y ring phwong phép CEX-UF-Bz ciing loai bd cac protein tap
nhiém hiéu qua hon phuong phap UF-Bz-UF-Bz, khi c6 gdn mdt nira protein tong
s6 trong mot don vi virut (dugc biéu dién duéi dang IU ciia gpG) (5,4 pg trong
phuong phdp CEX-UF-Bz thay cho 8 pg/ IU cua gpG trong phuong phap UF-Bz-
UF-Bz). Cac két qua nay t6i tir thuc té 13 hon 65% protein dugc loai bd trong
budc chay sic ky trén chit mang Fractogel® EMD SO;". Cac két qua nay cho
thdy viéc két hop budc chay sic ky trén chit mang Fractogel® EMD SO;” véi
budc xir Iy bing benzonaza trong phwrong phap tinh ché virut bénh dai tao ra tac
dung két hop dé loai bé loai bd ADN trong céc dich thu gom virut bénh dai da loc
16n hon nhiéu so véi tac dung dugc quan sat thiy trong khi xir ly bang benzonaza

hai 1an.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phép tinh ché virut bénh dai bao gbém mot budce séc ky trao ddi ion duy
nhét, trong d6 budc nay 1a budc chay sic ky trao ddi cation theo do:
a) dich ndi nudi cdy té bao da nhim virut ndy dugc cho tiép xtic voi
chét mang séc ky trao dbi cation bao gbm chit nén polymetacrylat ma trén
d6 cac nhém sulfoisobutyl dugc ghép vao bang lién két cong hoa tri sao
cho virut bénh dai lién két vé6i chit mang nay, va
b)  virut dugc rira gidi khéi chit mang no.
2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dich nbi nudi cdy té bao da nhidm virut
bénh dai khong chira huyét thanh dong vét hogc protein huyét thanh bét k3.
3. Phuong phép theo diém 1 hodc 2, trong d6 dich ndi nudi ciy t& bao da nhidm
virut bénh dai khong chira protein ngoai sinh bat ky c6 ngudn gbc dong vit.
4. Phuong phép theo diém 3, trong d6 ndng do cua protein ngoai sinh ¢6 ngudn
gbc khong tir dong vat trong dich nbi nudi cy té bao da nhiém virut bénh dai 1a <
15 mg/l.
5. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong d6 dich ndi
nudi cdy té bao da nhiém virut bénh dai khong chira san phim ngoai sinh bét ky
c¢6 ngudn gbc dong vit.
6. Phuong phép theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 5, trong d6 dich ndi
nudi cdy t& bao da nhiém virut bénh dai dugc loc trude khi cho tiép xtic voi chit
mang sic ky trao dbi cation.
7. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac didm tr 1 dén 6, khac biét & chd,
lugng virut do dugc trong dich rira giai twong tmg véi it nhit 70% lrong virut do

dugc trong dich ndi dugce cho tiép xic véi chét mang sac ky.

8. Phuong phap theo diém 7, khac biét & chd, lugng protein tong s6 do dwoc trong
dich rira giai twong {ng v6i nho hon 40% lugng protein tdng sé do dugc trong
dich nbi tiép xuc véi chét mang sic ky va & chd, lugng ADN do duogc trong dich
rira giai twong Ung véi nhé hon 5%, tét hon 13 nhé hon 2,5%, va tét hon nita 13
nho hon 1% lugng ADN do dugc trong dich ndi dugc cho tiép xUc v6i chét mang

sic ky.
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9. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8, trong d6 dich ria

gidi tiy y dugc cd dic va sau d6 dugc xit ly bang nucleaza.

10. Phuong phép theo diém 9, trong d6 nucleaza 13 endonucleaza nhu

benzonucleaza.

11. Phuong phap theo diém bt ky trong sb cac didm tir 1 dén 10, trong d6 dich
rira giai sau d6 dugce siéu ly tdm trén gradient sucroza va (cac) phin gradien chira

virut tinh khiét dugc thu hdi.

12. Phuong phap theo diém bét ky trong sé cac didm tir 1 dén 11, trong d6 virut
bénh dai tinh khiét sau d6 duoc bit hoat b?mg chét bét hoat virut.

13. Phwong phép theo diém 12, trong d6 chét bat hoat virut 13 B-propiolacton.

14. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cc diém tir 1 dén 13, trong do tt ca
céc budc clia phwong phap ndy dugc thuc hién bang cich st dung cic san phim

c¢6 ngudn gdc khong tir dong vat.
15. Phuong phap san xuét vacxin phong bénh dai, trong d6:
a) dich nuéi céy té bao dugc giy nhidm virut bénh dai,

b)  virut bénh dai dugc tinh ché tir dich ndi nudi cdy t& bao da nhiém
virut theo phuong phap duoc xac dinh trong diém bét ky trong sb cac diém

tir 1 dén 14,

C) hdn dich chira virut tinh khiét thu dugc tir bude b) duge tron vio

dém bao quén, va

d) hén dich chira virut tinh khiét thu dugc tir bude ¢) dwge chia thanh

vacxin don liéu hoic da liéu.
16. Phuong phép san xuét vacxin phong bénh dai, trong do:
a) dich nu6i ca"ly té bao dugc gy nhiém virut bénh dai,

b)  virut bénh dai dugc tinh ché tir dich ndi nudi ciy té bao di nhiém
virut theo phuong phép duoc xac dinh trong diém bét ky trong sé cac diém

tir 1 dén 14,

¢)  hdn dich chira virut tinh khiét thu duogc tir buéc b) duoc trén vao
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dém dong kho,

d) hén hop thu duogc tir bude ¢) duge chia thanh dang vacxin don lidu

hoidc da li€u, va

€) c4c li€u vacxin ndy dugc déng kho.
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