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Linh vwc kj thuit dwoe dé cip

Séng ché dé cap dén phwong phap tinh ché protein (hodc cac san phim protein)
va/hodc cic phuong phap khir hoat tinh virut d6i véi protein (hodc cac san phim
protein). Sang ché @& cap dén phuong phap tinh ché glycoprotein (hodc cdc san pham
glycoprotein) va/hodc cac phuong phap khir hoat tinh virut d6i véi glycoprotein (hodc
céc san pham glycoprotein). Céc protein/glycoprotein c6 thé 13, vi du, c4c glycoprotein
t4i t& hop nhu FSH, hCG hodc LH, dugc sin xudt trong cdc t€ bao chi. Cac

protein/glycoprotein ¢ thé thu dwoc tir nudc tiéu.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Nhiéu glycoprotein dugc sit dung trong diéu tri bénh. Vi dy, c4c gonadotropin 1a
nhém céc glycoprotein ma dugc sut dung trong diéu tri bénh vo sinh. Cac gonadotropin
12 nhém céc hormon glycoprotein dang heterodime ma diéu hoa chirc nang tuyén sinh
duc & nam va nit. Ching gdm hormon kich thich tao nang trimg (follicle stimulating
hormone - FSH), hormon lutein héa (luteinising hormone - LH) va gonadotropin mang

dém (chorionic gonadotrophin - CG).

FSH va hCG dugc chiét ra tir nude tiéu ctia phu nit mang thai va sau mén kinh
da duogc st dung trong nhidu nim @8 diéu tri ching vo sinh. Quy trinh san xu4t FSH va

hCG dugc chiét ra ti nude tiéu bao gdm viéc thu gom va xir Iy mét lugng 16n nude tiéu.

Céc dang khac véi cac san phim thu duge tir nude tidu 1a cac dang tai tb hop cua
FSH va hCG d3 cé trén thi truong. Cac san phém dugc phé chuin hién nay (Gonal-F,
Ovitrelle cta Merck Serono; Puregon cua MSD) duoc san xuét (biéu hién) trén cac té
bao budng tring chudt ddng Trung Qudc (Chinese hamster ovary - CHO).

Ngudi ndp don sang ché nay da phat trién FSH tai td hop va hCG téi t6 hop, ca
hai dang nay déu dugc biéu hién trén dong t€ bao PER.C6®. San phim FSH thu dugc
tir dong té bao PER.C6®, va cic phuong phap san xuét san phim nay duge bdc 10 trong
cde don qubc t& sé PCT/GB2009/000978 (s§ cong bd WO2009/127826A), va
PCT/EP2012/065507 (sb cong bd W02013/020996). San pham nay (FE999049) da
hoan thanh thir nghiém 14m sang giai doan IIT & chéu Au. San phdm hCG téi t6 hop thu
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duoc tir dong té bao PER.C6®, va phuong phép san xult san phim nay dugc boc 10
trong don quéc té s PCT/GB2010/001854 (s6 cong bd W02011/042688).

Ngudi ndp don séng ché nay da phat trién cac k¥ thuat ma c6 thé duogc st dung
d8 tinh ché, vi du, FSH tai t6 hop va hCG tai t6 hop dugce san xuét trong cac dong té bao
dong vat ¢6 va (vi du, FSH tai t6 hop dugc bdc 10 trong WO02009/127826A va
W02013/020996, va hCG téi td hop duge bdc 1§ trong WO201 1/042688).

Ban chét k§ thuit cia sang ché

Theo khia canh thi nhét, séng ché dé xut phuong phép tinh ché protein [vi dy,
glycoprotein, vi du, glycoprotein t4i td hop, gonadotropin (vi du, gonadotropin tai tb
hop), FSH, hCG hodc LH (vi du, FSH, hCG hoic LH tai t6 hop)], phwong phép nay bao
gdm buéde xir Iy protein [vi du, glycoprotein, vi du, glycoprotein tai t hop, gonadotropin
(vi du, gonadotropin t4i t& hop), FSH, hCG hoge LH (vi du, FSH, hCG hodc LH téi to
hop)] véi két hop clia axit caprylic va etanol.

Theo khia canh thém nita, sang ché d& xuit phuong phép vo hoat virut d6i voi
protein [vi du, glycoprotein, Vi dy, glycoprotein tai td hop, gonadotropin (vi duy,
gonadotropin tai t6 hop), FSH, hCG hogc LH (vi du, FSH, hCG hoac LH tai t6 hop)],
phuong phap nay bao gém budc xir 1y protein [vi du, glycoprotein, vi dy, glycoprotein
t4i t6 hop, gonadotropin (vi du, gonadotropin tai td hop), FSH, hCG hodc LH (vi du,
FSH, hCG ho#c LH tai t6 hop)] voi két hop cua axit caprylic va etanol. -

Theo khia canh thém nita, sang ché d& xuit protein ma da dugc tinh ché hodc vo
hoat virut bang phuong phap dugc mo ta trén day. Protein nay co thé 1a protein tai t6
hop hodc protein thu duge tir nude tiéu. Protein nay c6 thé 1a glycoprotein.

Theo khia canh khac nita, sang ché dé xuét dugc phém [vi du, dé (str dung trong)
didu tri ching v sinh] chua protein (vi du, glycoprotein, vi du, glycoprotein tai t6 hop,
vi du, FSH tai t4 hop, hCG tai t6 hop) ma da dwoc tinh ché va/hodc duoc vd hoat virut
bang phuong phap néu trén.

Mo ta van tat cac hinh vé

Sang ché s& dwoc mo ta dudi ddy co tham khéo t6i cac hinh v& kém theo, trong

do:
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Fig.1 thé hién so d quy trinh tinh ché FSH t4i t6 hop (khir hoat tinh virut) theo

mot phuong an cua sang che;

Fig.2 thé hién ban mau gel theo dénh gia dinh tinh sy loai bo cac tap cht dbi véi
cac mAu FSH dugce xir Iy UF2-AD (Ultrafiltration after dialysis: si€u loc sau thim tach)
khac nhau chay trén PAGE giam 12% (PAGE - polyacrylamide gel electrophoresis:
phuong phép dién di gel polyacrylamit), trong d6 vach 1 14 céc chét d4nh déu khdi luong
phén tir thép (LMW - low molecular weight), vach 2 la dung dich dém mau, vach 3 12
UF2-AD, vach 4 1a UF2-AD + 10 mM CA, pH 5,5, vach 5 1a UF2-AD + 10 mM CA,
30% Etanol, pH 5,5, vach 6 1a dung dich dém mau, vach 7 1a céc chét c6 khoang khdi
luong phén tir thép, vach 8 1a UF2-AD, vach 9 la UF2-AD + 20 mM CA, pH 5,5 va
vach 10 13 UF2-AD + 20 mM CA , 30% Etanol pH 5,5 (xem vi du 3); va

Fig.3 thé hién ban mAu gel theo ddnh gid dinh tinh su loai bo céc tap chit d6i véi
céac miu hCG duge xir Iy khac nhau chay trén PAGE giam 12% (PAGE - polyacrylamide
gel electrophoresis: phuong phéap dién di gel polyacrylamit), trong d6 vach 1 la cac chit
d4anh d4u khéi lugng phén tir thip (LMW - low molecular weight), vach 2 1a san phim
thu hoach-AD chita hCG, vach 3 1a NR-Not Relevant (khong lién quan), vach 4 1a dich
ndi ctia [San phém thu hoach-AD + 15mM C.A pH 5,0], va vach 5 1a dich ndi ctia [San
phém thu hoach-AD + 20mM C.A + 10% Etanol pH 5,0], xem vi du 4.

Mo ta chi tiét sang ché

Theo khia canh thir nhit, sang ché dé xuét phuong phap tinh ché protein [vi dy,
glycoprotein, vi du, glycoprotein tai td hop, gonadotropin (vi du, gonadotropin tai tb
hop), FSH, hCG hogc LH (vi dy, FSH, hCG hodc LH tai td hop)], phwong phép nay bao
gdm bude xtr ly protein [vi du, glycoprotein, vi du, glycoprotein tai t6 hop, gonadotropin
(vi du, gonadotropin t4i tb hop), FSH, hCG hogic LH (vi du, FSH, hCG hogc LH tai tb
hop)] véi két hop clia axit caprylic va etanol.

Phuong phap nay co th8 bao gdm budc xit ly dung dich chira protein [vi du, trong
nude, dung dich @&m hodc mdi truong khac (vi du, dung dich dém; amoni axetat 100
mM, 30-50 mM NacCl, pH bang 9-9,5)] voi két hop ctia axit caprylic va etanol. Phuong
phap nay cé thé bao gdm budc xtt ly dung dich chira protein (vi du, glycoprotein) trong
dung dich dém (vi du, dung dich dém amoni axetat) & do pH béang 6,5 dén 12, vi duy, @0
pH bang 7,5 dén 10, vi du, d6 pH bang 9 dén 9,5.
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Bude xir Iy glycoprotein v&i két hop ctia axit caprylic va etanol c6 thé dién ra &
d6 pH axit, vi du & d6 pH bang tir 2 dén 6,5, vi du 46 pH bang 3 dén 6,5, vi du & d6 pH
bing 4 dén 6 (vi du d6 pH bing 5,5 £0,1) t6t hon 12 & d6 pH béng 4,5 dén 5,5]. Viéc sit
dung diéu kién axit nay (vi du, d6 pH bing 4 dén 6) 13 do hoat tinh clia axit caprylic.
Axit caprylic ¢6 thé vo hoat cc virut c6 vo boc bang cach phd v& mang virut; viéc nay
thuc hién duoc bing dang khong dién tich ctia axit caprylic, dang nay c6 thé xuyén thdm
qua mang Ky nudc cla virut. Axit caprylic khong cé dién tich & 46 pH gan véi do pKa
ctia né (pH bang 4,9). O mtc ApH bang 1 don vi (~pH bang 5,9), 100% phén tir axit

caprylic ¢ dién tich 4m va do d6 lam cho viéc v hoat virut kém hiéu luc hon.

Protein c6 thé 13 protein tai t6 hop hogc protein thu dugc tir nuée tidu. Protein c6
thé 1a glycoprotein. Protein/glycoprotein c6 thé 13 gonadotropin, vi du FSH, hCG hodc
LH. Glycoprotein c6 thé 1a glycoprotein tai t6 hop, vi du, gonadotropin tai t6 hop, vi dy,
FSH, hCG hodc LH téi t6 hop. Tét hon néu protein/glycoprotein 1a glycoprotein tai tb
hop (vi du, gonadotropin téi td hop, vi du, FSH, hCG hodc LH tai td hop) duoc san Xuét
trong t& bao (dong té bio) bing phuong phap bao gdm nudi cdy t& bao (dong t& bao)
trong moi trudong thich hop va thu hoach glycoprotein tai tb hop tir t& bao (dong té bao)
nay va/hodc mdi trudng ndy (vi du, thu hoach protein tai t hop tir dich ndi moi trudng
nudi cdy té bao). Té bao (dong té bao) c6 thé 1a té bao (dong té bao) dong vit c6 v, vi
du 6 bao (dong t& bao) CHO, té bao (dong té bio) PER.C6®, té bao (dong t€ bao)
HEK?293, t& bao (dong t& bao) HT1080, té bao (dong t& bao) COS, té bao (dong té bao)
NOS, té bao (dong té bao) SP20, v.v.. Tét hon néu té bao (dong té bao) nay 1a t& bao
(dong té bao) PER.C6®.

Céc glycoprotein (céc gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v.), thu dugc tir nuée tidu
hodc 14 dang tii t6 hop, thuong & dang dung dich/hdn dich trong méi trudng.
Glycoprotein ¢6 thé & duéi dang isoform duy nhét hodc dudi dang hon hop céc isoform,
nhu duge biét 13 trong linh vuc nay. O day, cac thuit ngit protein, glycoprotein,
gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v. bao gbm dung dich hodc hdn dich chira protein,
glycoprotein, gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v.. O day, cac thudt nglt protein,
glycoprotein, gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v. bao gém dung dich hodc hdn dich chira
protein, glycoprotein, gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v., trong d6 protein, glycoprotein,
gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v. & duéi dang isoform duy nhét hodc dudi dang hdn
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hop ctia c4c isoform. Do d6, thuét ngit FSH bao gém dung dich hodc hdn dich chira FSH
(vi dy, trong d6 FSH & dudi dang isoform duy nhét hodc dudi dang hdn hop céc isoform).

O day, cum tlr “xtt ly protein, (glycoprotein, gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v.)
vé&i két hop ctia axit caprylic va etanol” c¢6 nghia 13 4p dung ca axit caprylic va etanol
cho protein (glycoprotein, gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v.) sao cho protein
(glycoprotein, gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v.) duoc tiép xuc ddng thoi voi ca axit
caprylic va etanol. Do d6, cum tir nay bao gdm céc k¥ thudt trong d6 axit caprylic va
etanol duoc bd sung, dudi dang hdn hop, hodc dudi dang hai chét phan ting tach riéng,
vao dung dich protein (glycoprotein, gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v.), do d6 dung
dichv ndy trd thanh hén hop ciia axit caprylic, etanol va protein (glycoprotein,
gonadotropin, FSH, hCG, LH v.v.); cum tir nay con bao gdm céc k¥ thudt khac trong dé
c4 axit caprylic va etanol déu ddng thoi tac dung lén protein (glycoprotein,

gonadotropin, FSH, hCG, LH V.V.).

Ngudi nép don da bat ngd phat hién ra rang viéc xu ly dung dich chira
protein/glycoprotein t4i t0 hop (vi du, FSH tai t4 hop, hCG téi td hop) vdi etanol va axit
caprylic, vi du két hop ctia 20 mM axit caprylic/30% etanol, & d pH axit, ¢O thé dan
dén su bién tinh mot s6 virut (gdy ra su vO hoat ching) va/hodc su két tha cta cac virut
va protein t& bao chi khéc (cac tap chét). Sau d6 dung dich c6 thé duogc ly tm hodc loc
(dé loai bo céc virut va/hodc protein té bao chu két tua, vi duy, b:‘?mg cach st dung may
Joc sau nhw méy loc thity tinh), nher d6 dich ndi chira glycoprotein duoc tinh ché (vi dy,
FSH t4i t& hop, hCG téi td hop) cho quy trinh xir ly va st dung tiép theo. Ngudi ndp
don da phat hién ra rang viéc xtr ly dung dich chira glycoprotein tai t6 hop (vi du, FSH
t4i td hop, hCG tai t5 hop) bang etanol va axit caprylic c6 thé (i) v6 hoat virut c6 vo boc;
va/hoic (ii) 1am sach virut khong c6 vo boc bang cach két tha (virut Kkét tia sau d6 cé
thé dugc loai bo bﬁng budc ly tAm hodc loc tiép theo, vi duy, bﬁng may loc soi thiy tinh);
va/hodc (iii) loai bo céac protein lién quan dén t& bao chu bang cach két tha (cac protein
lién quan dén t6 bao chi duge két tha sau d6 ¢b thé duoc loai bd bang budc ly tim hodc
loc tiép theo, vi du, bang may loc sg¢i thity tinh). Quy trinh xr ly va loc tuong dbi don
gian nay giup loai bo tap chét mét cach dang ké (64% dén 79% sd tap chét lién quan dén
t& bao chi dugc loai bod trong quy trinh nay), vdi tdn hao glycoprotein san phim tb1 thiéu

(ttc 13, c6 hiéu suat cao).
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Viéc st dung axit caprylic va etanol (vi dy, trong quy trinh tinh ché/v6 hoat virut
dbi véi FSH t4i td hop va/hodc hCG tai t6 hop) con c6 cac thudn lgi khac. Tha nhét 13,
két hop ciia axit caprylic va etanol c6 thé rat ngén quy trinh tinh ché do mdt budc duy
nhét c¢6 thé c6 tac dung kép: vo hoat virut va két tha virut, cling nhu két taa cac protein
t& bao ch. Thir hai 13, nhu néu trén, axit caprylic c6 hoat tinh nhét dbi véi sy vo hoat
virut & d6 pH ~4,9, nhung d6 pH thip nay c6 thé phé hiy vé mit ly thuyét san phim
FSH tai t8 hop (bing sy phén ly phén ti, v.v.). Theo phuong trinh Henderson-
Hasselbalch, & do pH bang 5,5, khoang 20% CA (axit caprylic) khong c6 dién tich, didu
nay tao ra sy can béng tbt gitta su v6 hoat virut va sy gidm nguy co pha huy FSH tai t6
hop; viéc bd sung EtOH (vi dy, 30% EtOH) bu vao su ton thit hoat tinh axit caprylic
trong cac diéu kién nay, cac diéu kién nay it c6 hai d6i voi protein. Cubi cling 13, su két
hop axit caprylic/EtOH cho phép su dung ndng d6 EtOH thip hon (vi dy, 30%), day la

yéu t6 cyc ky quan trong trong quy trinh san xuét do vin d& an toan.

Néng db axit caprylic c6 thé 1a tir 10 mM dén 30 mM, vi du tir 18 mM dén 25
mM, vi du tir 19 mM dén 23 mM, vi du 20 mM. EtOH ¢6 thé c6 ndng do tir 20% dén
50%, vi du tir 25% dén 50%, vi du tir 30% dén 50%, vi du 30%. Phuong phap nay cd
thé bao gdm budc xur Iy glycoprotein voi etanol ndng d6 30% dén 50% va axit caprylic

néng d6 18 mM dén 25 mM , vi du axit caprylic 20 mM va etanol 30%.

Phuong phép nay co thé bao gdm xir ly protein (glycoprotein) véi etanol va axit
caprylic trong thoi gian @ tir 1 phut dén 6 gio & nhiét do 23+2°C cung véi vige khuay
(vi dy, @& v6 hoat virut, v6i sy két tia duoc quan sat), vi du xtr Iy protein (glycoprotein)
v6i etanol va axit caprylic trong thoi gian u tir 0,5 dén 1 gid & nhiét d 23+2°C véi viée
khudy (vi du, dé v6 hoat virut, véi su Kkét tiia duoc quan sat). Phuong phap nay co thé
bao gdm budc xit ly protein (glycoprotein) vé6i etanol va axit caprylic & nhiét do tur 4°C
dén 8°C trong thoi gian 0 tir 1 phut dén 32 gid, ma khong khudy (budc nay co thé tiép
tuc/cho phép két tha cac protein té bao chu (host cell proteins - HCP) va cac virut khong
¢6 vo boc), vi du xit ly protein (glycoprotein) voi etanol va axit caprylic ¢ nhiét do tur
49C dn 8°C trong thdi gian 1 tir 14 dén 16 gid, ma khong khudy (buéc nay cb thé tiép
tuc/cho phép két tiia HCP va cac virut khong c6 vo boc). Theo vi du duge uu tién,
phuong phéap nay bao gdm buée xit Iy protein (glycoprotein) v§i etanol va axit caprylic

trong thoi gian 1 0,5 dén 1 gid & nhiét do 23+£2°C véi viée khuéy, sau do giam xuéng
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nhiét d6 4°C dén 8°C va 1 tiép trong thoi gian 16+2 gio, vidu 14 dn 16 gid, ma khong
khudy.

Phuong phép nay co6 thé bao gdbm buéde xut Iy protein (glycoprotein) v6i etanol va

axit caprylic trong thoi gian 1 gio +10 phat & 46 pH bang 5,5+0,1 va nhi¢t dd 1a 23+2°C.

Phuong phap nay co thé bao gém bude tiép theo ly tAm hodc loc (dung dich)
protein (glycoprotein) sau khi xtr Iy véi axit caprylic va etanol (vi du, qua may loc sau,

vi du, may loc s¢i thuy tinh).

Phuong phép nay co thd bao gbm budc tiép theo cd (dung dich) protein
(glycoprotein) dén ndng d6 mong mudn (ctia protein/glycoprotein) va/hoic cac budc

tinh ché/phéi ché (vi du, tiép theo) khéc.

Theo khia canh thém nita, sang ché @& xuét phuong phép vo hoat virut trong
protein [vi du, glycoprotein, vi dy, glycoprotein tai td hop, gonadotropin (vi du,
gonadotropin tai td hop), FSH, hCG hogc LH (vi du, FSH, hCG hodc LH tai tb hop)],
phuong phép nay bao gdm bude xir Iy protein [vi du, glycoprotein, vi du, glycoprotein
tai td hop, gonadotropin (vi du, gonadotropin tai td hop), FSH, hCG hogc LH (vi du,
FSH, hCG ho#c LH tai t6 hop)] voi két hop cia axit caprylic va etanol.

Phuong phéap nay ¢o thé bao gdm budc xur ly dung dich chira glycoprotein [vi du,
trong nuéce, dung dich dém hozc mdi truong khac (vi dy, dung dich dém; 100 mM amoni
axetat, 30-50 mM NaCl, pH bang 9-9,5)] voi két hop cuia axit caprylic va etanol. Phuong
phap nay co thé bao gdm budc xir Iy dung dich chtra protein (vi du, glycoprotein) trong
dung dich dém (vi du, dung dich dém amoni axetat) & 46 pH bang 6,5 dén 12, vi du, d6
pH bing 7,5 dén 10, vi du, d6 pH bing 9 dén 9,5.

Budc xtt 1y glycoprotein v6i két hop ctia axit caprylic va etanol ¢6 thé dién ra &
d6 pH axit, vi du & 46 pH béang tir 2 dén 6,5, vi du d6 pH bang 3 dén 6,5, vi du ¢ d6 pH
bing 4 dén 6 (vi du do pH bang 5,5 £0,1), t6t hon 13 & @ pH bang 4,5 dén 5,5]. Viéc st
dung diéu kién axit nay (vi du, d6 pH bang 4 dén 6) 14 do hoat tinh cla axit caprylic.
Axit caprylic ¢o thé vo hoat cac virut ¢é vo boc bing cach pha v& mang virut; viéc nay
thuc hién duoc béng dang khong dién tich ciia axit caprylic, dang nay c6 thé xuyén thm

qua mang ky nuéc cua virut. Axit caprylic khong c6 dién tich & do pH gln v6i 40 pKa
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ctia n6 (pH bang 4,9). O mirc ApH bang 1 don vi ting lén (~pH bang 5,9), 100% phén

tlr axit caprylic ¢6 dién tich 4m va do d6 lam cho viéc v6 hoat virut kém hiéu luc hon.

Néng d6 axit caprylic c6 thé 1a tir 10 mM dén 30 mM, vi du tir 18 mM dén 25
mM, vi du tir 19 mM dén 23 mM, vi du 20 mM. EtOH ¢6 thé ¢6 ndng do tir 20% dén «
50%, vi du tir 25% dén 50%, vi du tit 30% dén 50%, vi du 30%. Phuong phap nay cd
thé bao gdm budc xit Iy glycoprotein v6i etanol ndng d6 30% dén 50% va axit caprylic

néng dd 18 mM dén 25 mM , vi du axit caprylic 20 mM va etanol 30%.

Phuong phap nay c6 thé bao gbdm xit ly protein (glycoprotein) v6i etanol va axit
caprylic trong thoi gian 1 tir 1 phit dén 6 gior & nhiét do 23420C ciing v&i viée khudy,
vi du xir Iy protein (glycoprotein) v6i etanol va axit caprylic trong thoi gian G tir 0,5 dén
| gitr & nhiét dd 23+2°C cung v6i viée khudy. Phuong phép nay ¢6 thé bao gém budce
xit ly protein (glycoprotein) véi etanol va axit caprylic & nhiét do tr 4°C dén 8°C trong
thoi gian G tir 1 phit dén 32 gid, ma khong khudy, vi du xtt ly protein (glycoprotein) voi
etanol va axit caprylic & nhiét do tir 4°C dén 8°C trong thoi gian U tir 14 dén 16 giv, ma
khong khudy. Theo vi du dwoc uu tién, phuong phap nay bao gdm budc xu ly
glycoprotein v&i etanol va axit caprylic trong thoi gian 10,5 dén 1 gid & nhiét do 234+2°C
cling véi viée khudy, sau d6 giam xubng nhiét 6 4°C dén 8°C va 1 tip trong thoi gian

14 dén 16 gid, ma khong khudy.

Phuong phép nay co thé bao gdm budc xir ly protein (glycoprotein) véi etanol va

axit caprylic trong thoi gian 1 gio £10 phut ¢ 46 pH bang 5,5+0,1 vanhi¢t o 1a 23+2°C.

Phuong phéap nay co thé bao gdm bude tiép theo ly tm hodc loc (dung dich)
protein (glycoprotein) sau khi xi ly véi axit caprylic va etanol (vi du, qua may loc s¢i

thuay tinh).

Phuong phép nay co thd bao gdm bude tiép theo ¢ (dung dich) protein
(glycoprotein) dén ndng dd mong mudn (ctia protein/glycoprotein) va/hodc cac budc

tinh ché/phéi ché (vi dy, tiép theo) khac.

Protein ¢6 thé 14 protein tai t hop hoc protein thu duge tir nudce tiéu. Protein c6
thé 1 glycoprotein. Protein/ glycoprotein co th8 1a gonadotropin, vi du FSH, hCG hodc
LH. Protein/glycoprotein ¢ thé 1a glycoprotein tai td hop, vi du, gonadotropin tai t6
hop, vi dy, FSH, hCG hodc LH tai td hop. Tt hon néu protein/glycoprotein la
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glycoprotein t4i t& hop (vi du, gonadotropin t4i t6 hop, vi dy, FSH, hCG hoge LH t41 t6
hop) duoc san xuét trong t& bao (dong té bao) bing phuong phap bao gdm nudi chy té
bao (dong t bao) trong mdi trudng thich hop va thu hoach glycoprotein tai td hop tir té
bao (dong t& bao) ndy va/hodc méi truong nay (vi duy, thu hoach protein tai td hop tr
dich ndi mdi trudng nudi cly té bao). TE bao (dong t4 bao) c6 thé 1a t bao (dong 1€ bao)
d6ng vt c6 vi, vi du té bao (dong té bao) CHO, t& bao (dong t& bao) PER.CE®, té bao
(dong té bao) HEK293, té bao (dong té bao) HT1080, t& bio (dong té bao) COS, té bao
(dong t& bao) NOS, t& bao (dong té bao) SP20, v .v.. Tét hon néu t& bao (dong € bao)
nay 1a t& bao (dong té bao) PER.C6®.

Theo khia canh thém nita, sdng ché d& xuét protein ma da duogc tinh ché hodc vo
hoat virut bang phuong phap dugc mod ta trén day. Protein c6 thé 14 protein tai t6 hop
hodc protein thu dugc tir nudce tidu. Protein c6 thé 14 glycoprotein. Glycoprotein ¢6 thé
1a glycoprotein tai t8 hop, vi du, gonadotropin tai t8 hop, vi dy, FSH, hCG hodc LH tai
t5 hop. Tét hon néu glycoprotein 1a glycoprotein t4i td hop (vi dy, gonadotropin tai t6
hop, vi dy, FSH, hCG hodc LH tai t hop) dugce san xuét trong té bao (dong té bao) bang
phuong phép bao gdm nudi chy té bao (dong té bao) trong mdi truong thich hop va thu
hoach glycoprotein tai t6 hop tur té bao (dong té bao) nay va/hodc mdi trudng nay (vi
du, thu hoach protein tai td hop tur dich ndi mbi trudng nudi cly té bao). Té bao (dong
té bio) c6 thé 12 t& bao (dong té bao) dong vat c6 vu, vi du t& bao (dong té bao) CHO, té
bao (dong t& bao) PER.C6®, té bao (dong t& bao) HEK293, té bao (dong t& bao)
HT1080, t& bao (dong té bao) COS, té bao (dong té bao) NOS, t€ bao (dong té bao)
SP20, v .v.. Tét hon néu € bao (dong 1€ bao) ndy la t& bao (dong té bao) PER.CO®.

Theo khia canh khéc nita, sang ché @ xuit dugc phém [vi du, dé (str dung trong)
didu tri chimg v6 sinh] chira protein (vi du, glycoprotein, vi dy, glycoprotein tai t6 hop,
vi du, FSH t4i t6 hop, hCG tai t6 hop) ma dd dugc tinh ché va/hodc dugc vo hoat virut
bang phuong phap néu trén.

Theo khia canh khéc nita, sang ché d@ xuit phuong phap diéu tri (vi dy, chimg
v sinh) bao gdm budc cho bénh nhén cAn diéu tri dung duoc phim chua protein (vi du,
glycoprotein, vi du, glycoprotein tai td hop, vi du, FSH tai td hop, hCG tai td hop) ma

d4 duge tinh ché va/hode duge vo hoat virut bang phuong phap néu trén.
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Viéc didu tri chimg vo sinh ¢6 thé bao gdm cac cong nghé hd trg sinh san (assisted
reproductive technologies - ART), gy rung tring hodc bom tinh tring vao budng tir
cung (ovulation induction or intrauterine insemination - IUI). Dugc phim ndy c6 thé
duoc st dung, vi dy, trong cac chi dinh y hoc ma trong d6 cac dang bao ché FSH, LH,

hCG da biét dugc st dung.

San phim hogc ché phim c6 thé duge phdi ché thanh cao ché phAm da duogc biét
13 dé ding theo dudng bat ky, vi du, qua dudong miéng, qua tryc trang, ngoai duong ti€u
hoa, qua da (vi du, cong ngh@ miéng dén), trong tinh mach, trong co, dudi da, trong bé,
trong 4m dao, trong mang bung, tai chd (bot, thubc m& hodc thubc nho giot) hodc dudi
dang thudc phun vao miéng hodc miii. Ché phém dién hinh chtta chit mang duoc dung,
nhu dung dich nudce, ta dugce khong doc, gém mudi va cac chit bao quan, cac chit dém
va cac chét tuong tu, nhu dugc md ta trong Remington’s Pharmaceutical Sciences
fifteenth edition (Matt Publishing Company, 1975), 6 cé4c trang 1405 dén 1412 va 1461
— 87, va The national formulary XIV fourteenth edition (American Pharmaceutical

Association, 1975), v.v..

Vi du vé céac chit mang, chét pha logng, dung mdi hodc chét dan dung cho dugc
phim chira nudc hogc khong chira nuéce thich hgp bao gdm nudc, etanol, cic rugu da
chirc (nhu glyxerol, propylen glycol, polyetylen glycol va cac ruou tuong tw),
carboxymetylxenluloza va cac hdn hop thich hop ciia chung, cac dAu thue vat (nhu dau
oliu), céc este hitu co ti€ém dugc nhu etyl oleat. Cac ché phém theo sang ché ciing cd
thé chira cc chit phu gia nhw, nhung khong chi gidi han 6, cac chit bao quan, cac chit
Jam wét, cac chit nhil hoa, cac chét hoat dong bé mt va céc chit 1am phan tan. Céc chat
khang khudn va c4c chit khang ndm c6 thé duoc dua vao dé ngan ngira sy sinh truong
cua vi sinh vat va gém, vi du, m-cresol, rugu benzylic, paraben, clobutanol, phenol, axit
sorbic, va cac chét tuong tu. Néu chét bao quan dugc chira thi ruou benzyl, phenol
va/hodc m-cresol 12 duoc uu tién; tuy nhién, chét bao quan khdng chi giéi han & cac chat
duoc vi du nay. Hon nita, cfing c6 thé mong muén chira thém céc chit dang truong nhu
duong, natri clorua va cac chét tuong tu. San pham hozc ché phdm nay c6 thé con chira
mudi chira cation kim loai kiém dugc dung duge chon tir nhém gém cac mudi Na'- hodc
K*-, hodc két hop ctia ching. Tét hon 13, mudi niy 1a mubi Na+, vi du NaCl hodc NazSOa.

T&t hon 13, sén phim hodc ché phim ndy chira glycoprotein va mot hodc nhiéu
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chit trong s Polysorbate 20, L-methionin, phenol, dinatri sulphat va chit dém natri

phosphat, sucroza va cac chét dém xitrat.

Céc ché pham tiém dugce co thé duoc khir trung, vi dy, bing cach loc qua bo loc

gilt vi khudn lai, hodc bang cach két hop cac chit khir tring & dang ché phdm ran vo
rung ma co th& hoa tan duoc hodc phin tn dugc trong nude vo tring hodc moi trudng
tidm vo trung khac ngay trude khi st dung. Cac ché pham tiém duoc co thé dugc cung
cép trong dd chura thich hop bét ky, vi dy, lo, dng tiém da nap trudc, hdp thudc tiém, va

cac dang tuong tu.

Ché phém 6 thé duogc phéi ché dé str dung mot 1an hodc st dung nhiéu 14n (da
lidu). Néu san phim hodc ché phim dugc phdi ché dé str dung nhidu 14n thi t6t hon 12
¢6 chita chit bao quan. Néu chét bao quan dugc chira thi rugu benzyl, phenol va/hodc
m-cresol 13 dugc uu tién; tuy nhién, chit bao quan khong chi gidi han & céc chét duge
vi du nay. San phdm hozc ché phim dugc phbi ché d& sir dung mot 1An hozc nhiéu lan
nay co thé cdn chira mudi chira cation kim loai kiém dugc dung duoc chon tir nhém gdm
cac mudi Na'- hodc K-, hodc két hop cua ching. T&t hon 13, mubi nay 12 mudi Nas, vi

du NaCl hodc NazSOa.

San phdm hodc ché phém c6 thé duge chira trong dd chira nhu lo, hdp duge nap
truge (vi du, dé dung mot ]an hodc dung da liéu) hodc trong dung cu ti6m nhu “bat”, &

ding da liéu.

Lo c6 thé dugc dong goi trong g6i dang phdng hodc cac phuong tién khac dé duy
trl sy vO trung. San pham 6 thé thy y chira cac hudng din dé str dung céc ché pham
FSH (v, vi dy, hCG néu c6). o pH va ndng d6 chinh xéac cua cac thanh phan khac
nhau clia duoc pham dugc diéu chinh theo thuc ti3n thong thudng trong linh vuc nay.
Xem GOODMAN and GILMAN’s THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR
THERAPEUTICES, 7" ed. Theo phuong 4n duoc uu tién, céc ché phém theo sang ché
dugc cung cAp dudi dang cac ché phém @ ding ngoai duong tiéu héa. Cac phuong phap
chung dé bao ché céc ché phim dung ngoai duong tiéu hoa da duoc biét dén trong linh
vyc nay va dugc md ta trong REMINGTON; THE SCIENCE AND PRACTICE OF
PHARMACY, supra, & cac trang 780-820. Céc ché pham dung ngoai duong tiéu hoa co
thé duoc cung chp dudi dang ché phim 16ng hodc dudi dang chit rén ma s& duge tron

v&i mdi trudng vo trung tiém dugc ngay truéc khi ding. Theo mdt phuong an duoc dac
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biét vu tién, cac ché phim ding ngoai dudng tiéu héa duoc cung cip dudi dang don vi

lidu Iwong dé d3 dimg va lam ddng déu lidu luong.
Vi du thyc hién sang ché
Vidul

Fig.1 thé hién tbng quan vé toan bd quy trinh tinh ché FSH t4i tb hop. Nhu c6 thé
théy tir Fig.1, FSH téi t6 hop duoc bidu hién trong dong té bao PER.C6® duge xir Iy
biing phuong phap duge boe 1§ trong cong b don qudc t& s6 W02013/020996 va
W02009/127826A sit dung thiét bi phan tng sinh hoc.

Thiét bi phan tmg sinh hoc duoc gieo chy va sy sinh trudng té bao dugce thic dhy
bling cac phuong phap dd duge ngudi cd hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay biét 3, va chay thiét bi phan ng sinh hoc nay theo phuong thtrc truyén dich & san
xuét va thu hoach lién tuc FSH tai t5 hop, sit dung hé théng Hollofibre (ATF4) 6 ban
tir Repligen. Viéc gieo chy it nhét 1 x 106 t& bao/mL trong tdng thé tich 1a 4 + 1 lit dién
ra trong mdi trudng 6GRO. Viéc san xudt dién ra trong moi trudng ProPer-1, va san
phim thu hoach tr thiét bi phan tmg sinh hoc dugc thu gom vao céc tii polyetylen. Do
d6, trong vi dy nay, protein (glycoprotein) 1a glycoprotein tai t6 hop (FSH tai t6 hop)
dugc san xuét trong dong t4 bao PER.C6® bang phuong phép bao gdm nudi chy dong
té& bao nay trong moi truong thich hop (m6i trudng ProPer-1) va thu hoach glycoprotein
t4i t6 hop tir moi truong nay (bang céch thu hoach protein tai td hop tir dich ndi moi

trudng nudi cAy té bao).

San pham thu hoach tir thiét bi phan tmg sinh hoc dugc gop lai va dem qua budc
sidu loc/loc tham tach 10 kDa (UF1), budc nay lam giam ndng do cua san phim thu
hoach, didu chinh didu kién cta san pham thu hoach (d0 pH va do din dién) cho quy
trinh sic ky Capto-Q, va loai bo cac chAt mau va cac thanh phén khéi luong phén tlr
thap ctia moi truong nudi céy. Phin con lai duoc loc qua méy loc soi thuy tinh ¢& 0,8
+0,65 pm dé 1am trong dung dich xtt ly (xem Fig.1), va sau d6 duge loc qua ¢ loc 0,2
pm 48 kidm soat tai trong sinh hoc. Sau d6 quy trinh sic ky trao dbi anion Capto-Q duoc
st dung, bang cac phuong phap da biét trong 1inh vuc nay, dé gift lai FSH tai t6 hop, va
loai bd ADN, ndi doc t6, protein té bao chi va céc tap chét lién quan dén quy trinh. Viéc

loc 0,2 pm t1ep duoc thuc hién 43 kiém soat tai trong sinh hoc.
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Nudc giai hﬁp Capto-Q d3 loc duoc dem si€u loc/loc thdm tach 10 kDa tiép (UF2)
nhim khir mudi va giam thé tich trude khi tinh ché/v6 hoat virut, bang cac phuong phap

d4 duoc biét 15 trong linh vuc nay.
Budc CA/EtOH

Phn con lai sau bude UF2 1a dung dich chira FSH tai td hop trong dung dich
dém (100 mM amoni axetat, 30 mM NaCl, pH béng 9,3 dén 9,7). Do pH cua dung dich
protein diu tién duogc giam tir 46 pH bé'lng 9,3 dén 9,7 xuéng doé pH b??tng 6,3+ 0,3 &
234+2°C clng véi viée khudy, sau d6 xt ly bang két hop ctia 20 mM axit caprylic/30%
etanol (CA/EtOH) sau d6 diéu chinh tiép dd pH xubng 4,5 dén 5,6 (46 pH duoc diéu
chinh bang HCI 1M). Sau budc xtr Iy nay, dung dich protein dugc 1 trong 0,5 dén 1 gid
& 23+2°C cung véi viec khudy (trong thoi gian nay, sy v6 hoat virut dién ra va thiy c6
céc kbt tia tréng giéng nhu bong). Sau khi két thic qua trinh 1 0,5 dén 1 gio ndy, nhiét
d6 ctia dung dich protein dugc giam xubng dén 4°C &én 8°C, va dung dich dugc U trong
14 dén 18 gid nita, vi du, tir 14 dén 16 git, ma khong khudy (diéu nay cho phép tiép tuc
K&t tiia HCP va céc virut khéng c6 vo boc khéc). Budce xtr Iy CA/ETOH c6 ba tac dung:
(i) vb hoat virut c6 vo boc; (ii) 1am sach virut khong c6 vo boc bang cach két tha sau d6
12 bude 1am trong dé loai bo két tia; va (iii) loai bo protein lién quan dén té bao chu

béng cach két tha.

Céc tap chét két tha (virut khong ¢ vo boc va protein lién quan dén té bao chir)
duoc loai bo bang bude loc qua may loc soi thuy tinh ¢& loc 0,8 + 0,65 micromet, budc

loc ndy con lam trong dung dich FSH tai tb hop.
Viée loc 0,2 pm tiép duge thyc hién dé kiem soét tai trong sinh hoc.

Sau d6 dung dich ndy duogc sac ky trao dbi cation Sulfopropyl- Sepharose (SP-
FF) bang céc phuong phap da biét trong linh vyc nay dé loai bo axit caprylic, etanol va
cac protein t& bao chu khac. Viéc loc 0,2 pm tiép duoc thuc hién d8 kiém soét tai trong
sinh hoc, sau d6 1a budc tinh ché bd sung st dung phuong phap sac ky tuong tac ky
nuée Phenyl-Sepharose (PS-FF) 8 loai bo céc phan don vi FSH tai td hop tu do va céc

protein té bao chil.

Nudc giai hép PS duoc dem thuc hién bude siéu loc/loc thim tach 10 kDa lan

thit 3 (UF3) d& logi bo mudi va diéu chinh didu kién cia dung dich cho bude tiép theo .
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Viée loc 0,2 pm tiép dugoe thuc hién dé kidm soét tai trong sinh hoc, trudc khi thyce hién
séc ky hép thu hydroxyapatit (HyA), @& loai bo cac phan don vi FSH phan ly va cac
heterodime kiém tinh, sau d6 thuc hién tiép viéc loc 0,2 pm d8 kiém so4t tai trong sinh

hoc.

“Bude khit sach” séc ky trao dbi anion Q-sepharose (QS-FF) duoc thuc hién theo
phuong thirc gan két/rtra giai dé loai bo cac protein té bao chi, ADN, ndi doc t6 va cac
virut tiém ning. Sau d6 thyc hién tiép viéc loc 0,2 pm kiém soat tai trong sinh hoc, trude
khi gdp cac MP QS va thyc hién loc & kich ¢ nano 8 loai bod cac virut tiém ning. Dich
ndi duge dem thue hién bude siéu loc/loc thim tach 10 kDa 1An thit tu (UF4) dé c6 FSH
tai tb hop dn 0,5 dén 1,1 mg/ml, sau d6 1a bd sung polysorbat 20 vao dé ndng @6 cubi
cling 14 0,005 mg/ml. P4y la cac budc thdm tach va didu chinh dung dich dém, va cac
budc nay da duge biét rd trong linh vuc nay. FSH tai t6 hop duge dem thuc higén bude
loc 0,2 um cubi cling trude khi phan chia vao céc bao g6i chinh va bao quan & -20°C

cho dén khi van chuyén.

Ngudi ndp don da phat hién ra rang viée xu ly bang axit caprylic/etanol c6 thé
giam mot cach rd rét cac tap chét lién quan dén té bao chil. Theo cac 1an thyuc hién san
xuét khac nhau (sb liéu khong duoc thé hién) 64 dén 79% céc tap chét lidn quan dén té
bao chi duoc loai béd nho bude CA/EtOH (va budc loc soi thity tinh sau do6) dugc mo ta
trén ddy, trong khi dat dugc hiéu suat thu hdi FSH cao khoang 90 dén 95%. Day 1a murc
giam dang k& luong tap chat lién quan dén t& bao chii ma thu duge biang quy trinh don
gian, véi muc tdn hao protein san phim (glycoprotein san phém) 12 t4i thiéu.

Hiéu qua lam sach virut rd rét clia budc nay dugc tdng két trong bang 1, bang
nay thé hién két qua tbng két cac logio ciia hé s6 giam, ma nam trong vung tir >4,25 dén
>5,41. Logarit ciia hé s6 giam (log-reduction factor - LRF) >4 Logio (vi du, dén 8 Logio

hoic 16n hon) thudng dugc xem nhu 13 cao, manh mé& va hiéu qua.

Bang 1: Tong két cac logio ctia hé s6 giam (rFSH)

Céc virut
, .| Céc virut c6 vo boc khong c6 vo
Budce xit ly ;rgl & nghiem boc
MuLV PRV EMCV®
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X ly axit caprylic / etanol K1/B28/12 |> 4,88/ >529/ |=4,42/
(ndéng dd protein 2 mg/mL) K1/B28/13M (> 5,12 > 5,41 > 4,47

Xt ly axit caprylic / etanol K1/B28/12 |> 4,94 /|> 511 /|> 425 /
(ndng o protein 6 mg/mL) |K1/B28/13M|=4,58 >5,29 > 4,36

M Thir nghiém ddi v6i EMCV gom budc loc soi thily tinh sau xit Iy

Vi du néu trén @2 cap dén rFSH, nhung ngudi co hidu biét trung binh trong linh
vuc nay s€ hiéu 10 rang quy trinh [vi dy, budc CA/EtOH (va loc soi thuy tinh sau do)]
néu trén c6 thé dé dang ap dung d8 tinh ché/vd hoat virut d6i v6i cac protein khac (vi
du, céc glycoprotein), vi du thCG [vi du, thCG duogc san xuét trong dong t& bao
PER.C6® bang phuong phap néu trong don quéc té s6 PCT/GB2010/001854 (sé cong
b6 W02011/042688)].

Vidu?2

Trong vi du khac vé phuong phap theo sang ché nay, sang ché d@& xut quy trinh
tinh ché/vo hoat virut i v6i hCG. Phuong phép tuong ty voi phuong phap trong vi du
1 trén day (trir bude sdc ky trao ddi cation Sulfopropyl- Sepharoza (SP-FF)) dugc st
dung d& tinh ché/vd hoat virut 481 v6i thCG duoc san xudt trong dong té bao PER.C6
bang phuong phép néu trong don qubc té s PCT/GB2010/001854 (s6 cong bb
WO02011/042688). Ngudi ndp don da phat hién ra ring su vo hoat héa hoc bang axit
axit caprylic va etanol & 46 pH axit, tic 1a stt dung bude CA/EtOH néu trong vi du 1,
d4 loai bo khoang 65% sb tap chét khdng phai hCG (bing su két tha), trong khi dat duge
hiéu suAt thu hdi hCG cao khoang 90%.

Hiéu qua lam sach virut tuyét voi cia bude CA/EtOH trong vi du nay dugc tdng
1cét trén bang 2. Sy v6 hoat virut d6i véi MuLV 1a hitu hidu nhu dugc xéc dinh bang
mitc LRF cao dat dugc, trong khoang > 5,31 dén >5,48. Cac mirc LRF trong khoang
gifta >2,03 va >2.74 dat dugc dbi véi viée xir Iy CA/EtOH va loai bd Kkét tha.

Bang 2: Tong két cac logio cia hé s6 giam (thCG)

Logarit ctia hé sb giam (LRF)

Budc xit ly Thir nghiém s& | Virut ¢6 vé boc Virut khong c6 vO
(MuLV) boc (PPV)
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Xt 1y axit caprylic /
etanol (ndng d6 protein | KOP1-B0O1-15 = 5,43/ > 5,31 >2,03/>2,21
2 mg/mL)

Xir 1y axit caprylic / |
etanol (néng d6 protein |[KOP1-B01-15 |2 5,31/>5,48 >2,68/>2,74
6 mg/mL)

Vi du 3: Panh gia didu kién két toa dbi vai viée loai bo tap chét trong dung dich chtra
rFSH
M5 ta thir nghiém:

San phém trung gian UF2-AD (Si€u loc sau khi thdm tach - Ultrafiltration after
dialysis) thu dugc st dung quy trinh tinh ché rFSH theo vidu 1 (cho dén budc CA/EtOH)
chira 100 mM Amoni Axetat + 30 mM NaCl, d6 pH bang 9,50+0,20, 11,00+0,50 mS/cm.
San phdm nay dugc phan chia thanh cach phén uéc va mdi phan udc duge didu chinh
didu kién két tia khic nhau dé loai bd céc tap chit (fFSH 1 hoa tan trong dung dich).

Céc didu kién két tha dugc thir nghiém 1a nhu sau:

1. UF2-AD khéng c6 xit Iy (d6i ching)

2 UF2-AD + 10 mM axit caprylic (caprylic acid - CA), pH bang 5,5
3. UF2-AD + 10 mM CA, 30% etanol, pH bang 5,5 |

4 UF2-AD +20 mM CA, pH bing 5,5

5 UF2-AD + 20 mM CA, 30% etanol, pH bang 5,5

TAt ca cac mau di dugc xu ly dugce U trong 30 phut ¢ nhiét do trong phong cung
v6i viée khudy sau d6 0 thém 30 phat ma khong khudy. Thyc hién 0 tiép & 2 dén 8°C
trong thoi gian 16 dén 20 gio. Cac chét ké tha dugc tao ra dugc loai bd bang cach ly tdm

trong khi dich ndi dugc thu gom.
Céc thong s6 dic trung clia quy trinh két tha:

Thu hdi rFSH
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Ndng d6 rFSH trong tAt ¢4 cic mAu dugc xéc dinh bing phuong phip FSHELISA

va hiéu suét ctia mdi mau sau xit ly duoc tinh va dugc thé hién trén bang 3.

Nhu théy duogc trén bang 3, 96%, 106%,106% va 98% rFSH trong cac dung dich
xir Iy UF2-AD duoc thu hdi sau khi két tia 1An Tuot véi 10 mM CA, 10 mM CA+30%
etanol, 20 mM CA va 20 mM CA+ 30% etanol. Diéu nay chi ra rang rFSH khéng két

tha va ludn hoa tan trong dung dich.

Loai bo cac tap chét

Mitc hip thu & 280 nm trong UF2-AD khong dugc xtr ly va trong mdi dich ndi
trong sb cac dich ndi ctia cac UF2-AD duoc xtt ly duge do va muc loai bo tap chét duogc
tinh, va duoc thé hién trén bang 3. 33,9%, 64,9%, 65,9% va 68,8% clia tong muc tap
chét Asgo trong UF2-AD lan luot dugc loai b sau khi két tiia bang 10 mM CA, 10 mM
CA + 30% etanol, 20mM CA va 20 mM CA + 30% etanol.

UF2-AD khéng duge xtt Iy va cic dich ndi ctia cac UF2-AD duogc xit Iy theo cach
khiac nhau dugc chay trén PAGE giam 12% (PAGE - polyacrylamide gel
electrophoresis: phuong phép dién di gel polyacrylamit) d8 danh gia dinh tinh su loai
bo cac tap chit. Ban mau gel dugc thé hién trén Fig.2. Dich ndi thu duge sau khi két tha
bang 10 mM CA + 30% etanol (vach 5) va 20 mM CA + 30% etanol do pH bang 5,5
(vach 10) la tinh khibt hon dang ké so véi dich ndi thu duge sau khi két tha 14n luot bang
10 mM CA d6 pH bang 5,5 (vach 4) va 20 mM CA (vach9). Diéu nay thé hién tac dung

hiép ddng ctia viéc b sung etanol vao axit caprylic trong bude két tha.
K&t luan thr nghiém:

1. Sukéttia cia UF2-AD béng etanol va axit caprylic dAn dén san pham tinh khiét hon

so v6i san phdm thu dugc béng céach chi sir dung axit caprylic.

2. Két hop cta etanol va axit caprylic khong lam két tiia rFSH ma né van hoa tan trong

dung dich, didu ndy c6 nghia 1a ddy la bude tinh ché va vd hoat virut hiéu suét cao.

Bang 3. Két qua thu duge tr cac diéu kién két tia khac nhau dbi vé6i viée loai bo tap

chét trong dung dich rFSH trung gian

[ Dich ndi ctia [Mitc hap thu & 280 nm___| rFSH (bang ELISA) B
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A2s0 Aaso Mirc pug/ml | pg Hiéu

téng loai bo tbng sgét thu
cong (%) cong | hoi (%)
1. UF2-AD 3,265 |32,650 | ----- 677 6.770 | ---—-

2. UF2-AD + 10 mM CA, {2,066 |21,571 |33,9 207,1 | 6.487 |96
pH bang 5,5
3 UF2-AD + 10 mM CA, | 0,760 | 11,457 | 64,9 158,6 |7.173 | 106
30% etanol, pH bang 5,5
4. UF2-AD + 20 mM CA, | 1,060 |11,122 | 65,9 227,80 | 7.170 | 106
pH bang 5,5
5 UF2-AD + 20 mM CA, | 0,678 | 10,197 | 68,8 146,5 |6.610 |98
30% etanol pH bang 5,5

Vi du 4: Danh gia cac didu kién két tha di véi viée loai bo tap chét trong san phém thu

hoach chita hCG
MBb ta thir nghiém:

San phim thu hoach chira hCG duge c6 khoang 40 13n va duoc thAm tach bing
100 mM glyxin, 50 mM NaCl d6 pH bing 9,0, 6 mS/cm dung dich dém béng hé siéu
loc (UF) 10kDa. Khi két thiic qué trinh siéu loc, dung dich protein dugc thu hdi, vat liéu
san phém thu hoach-AD (thu hoach sau thAm tach), duge phan chia thanh cdc phan uéc
va m&i phan wéc duge diéu chinh didu kién két tia khéc nhau dé loai bo tap chit (trong
khi hCG vin hoa tan trong dung dich). Cac didu kién két tha duoc thir nghiém 1a nhu

sau (bang 4):
1. San phim thu hoach-AD khong c6 xi 1y lam dbi ching;
2. Séan phdm thu hoach-AD + 15mM CA, pH bang 5,0

San phém thu hoach-AD +20mM CA, pH bang 5,0

(O8]

San phim thu hoach-AD + 20mM CA+ 10% etanol, pH bang 5,0.

>

Tht ca cac mau duogc xtr ly duoc U trong 1 gid & nhiét do trong phong clng v6i
viéc khua?’ly. Céc chat ké tha duoc tao ra duge loai bd bang céch ly tim trong khi dich

ndi duoc thu gom.

Céc thong sb dic trung clia quy trinh két toa:
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Thu hdi hCG

Nong d hCG trong san pham thu hoach khong xit ly va trong mdi dich ndi clia
san phém thu hoach AD di duoc xir ly dugc xac dinh va muc thu hdi duge tinh nhu

duogc néu chi tiét trong bang 4.
Loai bd céc tap chét

Mitc hip thu & 280 nm (Azso) trong san phim thu hoach khong xtt Iy va trong
m3i dich ndi cta san phim thu hoach AD dé duge xir Iy dugc xéc dinh va mic loai bo

tap chit dugc tinh nhu dugc néu chi tiét trong bang 4.

San phdm thu hoach khong dugc xi ly va cac dich ndi ctia cac San pham thu
hoach AD dugc xit Iy theo cach khéc nhau duoc chay trén PAGE giam 12% (dién di gel
polyacrylamit) dé danh gia dinh tinh sur loai bo cac tap chat. Ban mau gel duoc thé hién

trén Fig.3.

Ban luén:

1. Mitc thu hdi hCG - 91%, 86% va 83% hCG trong san phdm thu hoach-AD dugc thu
hdi sau khi 1dn hrot két tha v6i 15mM CA, 20mM CA va 20mM CA+10% etanol.

2. Miic loai bo tap chat theo Aago — 56,6%, 55,8% va 63,0% trén tdng muc Azgo trong
san phAm thu hoach-AD dugc loai bo sau khi két ta 1an Tuot v6i 15mM CA, 20mM CA
va 20mM CA+10% etanol.

3. Su loai bo tap chét béng gel — dich ndi thu duoc sau khi Kkét tha bang 20mM CA +
10% etanol, 40 pH bang 5,0 (vach 5) 1a tinh khiét hon dang ké so véi dich ndi thu duge
sau khi két tta bing 15mM CA, d6 pH béng 5,0 (vach 4).

Két luan:

1. Sy két tia cla san phdm thu hoach chita hCG duoc bd sung etanol va axit caprylic
din dén thu duoc san phém tinh khiét hon so v&i san phém thu duwoc ma chi str dung axit

caprylic.
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Bang 4. Két qué thu dugce tir cac diéu kién Kkét tia khac nhau dbi voi viéc loai bo tap
chit trong san pham thu hoach chira hCG

Dich ndi ctia M hip thu & 280 nm rFSH (bang ELISA)
Aago Aago Muc |pg/ml |ug Hiéu
téng loai téng sudt
cdng bo cong thu
(%) hoi
(%)
1. San pham thu hoach AD | 4,295 107,375 | ----- 757,14 |18.929 | ---—--
2. San pham thu hoach AD + 56,6 o
15 mM CA, pH bing 5,0 1,738 46,578 % 639,72 |17.144 | 91%
3. San pham thu hoach AD + 55,8 0
20 mM CA, pH biing 5,0 1,792 47,488 % 612,24 |16.224 | 86%
4. San pham thu hoach AD + 63.0
20 mM CA, 10% etanol, pH | 1,369 39,701 %’ 543,8 15.770 | 83%
bang 5,0
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YU CAU BAO HQ

1. Phuong phéap tinh ché glycoprotein, phuong phép nay bao gdm bude xu ly

glycoprotein voi két hop clia axit caprylic va etanol.

2. Phuong phép vo hoat virut déi véi glycoprotein, phuong phéap nay bao gdm budc xir

ly glycoprotein véi két hop ciia axit caprylic va etanol.

3. Phuong phap theo diém 1 hoic 2, bao gébm budc xir ly dung dich chira glycoprotein

(vi du, trong dung dich dém) véi két hop ciia axit caprylic va etanol.

4, Phuong phép theo diém bét ky trong s6 céc diém trén, trong d6 glycoprotein la FSH,
hCG hoac LH.

5. Phuong phap theo diém bit ky trong s6 cac didm trén, trong d6 glycoprotein la
glycoprotein tai t6 hop.

6. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac didm trén, trong d6 glycoprotein 1a
glycoprotein tai t5 hop duge san xudt trong té bao bang phuong phap bao gbm nudi cy
t8 bao trong mbi trudng thich hop va thu hoach glycoprotein tai t5 hop tur t& bao nay

va/hodc mdi truong nay.

7. Phuong phap theo diém 7, trong d6 té bao 1a té bao dong vat c6 vi.

8. Phuong phap theo didm bit ky trong s& cac diém trén, trong d6 budc xu ly
glycoprotein voi két hop clia axit caprylic va etanol dién ra & d6 pH bang tir 2 dén 6,5,

vi du & d6 pH béng ta 3 dén 6,5, vi du & d6 pH bang tir 4 dén 6, vi du & @6 pH bang t

4,5 @n 5,5.

9. Phuong phap theo diém bt ky trong s cac didm trén, trong d6 ndng do axit caprylic
13 tir 10 mM dén 30 mM va/hoiic ndng d etanol 1a tir 20% dén 50%.
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10. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém trén, trong d6 phuong phap nay
bao gdm céc budc:

(a) xt Iy glycoprotein v6i etanol va axit caprylic trong thoi gian U tir 1 phut dén
6 gidy & nhiét d6 23+2°C ddng thoi khudy tron;

(b) xtt Iy glycoprotein véi etanol va axit caprylic ¢ nhiét do tir 4°C dén 8°C trong
thoi gian G tir 1 phut dén 32 gid, khong khudy tron;

(c) xtt ly glycoprotein v6i etanol va axit caprylic trong thoi gian @ tir 0,5 gio dén
1 gid & nhiét d9 23+2°C ddng thoi khudy tron, sau d6 giam xubng nhiét d6 tir 4°C dén
8°C va 1 trong thoi gian tir 14 gio dén 18 gid, khong khudy tron; hodc

(d) xtr Iy glycoprotein véi etanol va axit caprylic trong thoi gian 1 gio £ 10 phut
& d6 pH béng 5,5+0,1 va nhiét o 23+2°C.

11. Phuong phép theo didm bat ky trong sb cac diém trén, trong d6 phuong phap nay

con bao gdm bude loc glycoprotein sau khi xtt Iy bang axit caprylic va etanol.

12. Phuong phap theo diém 11, trong d6 glycoprotein dugc loc bang cach st dung may
loc soi thiy tinh.

13. Phuong phép theo didm bt ky trong 6 cac diém trén, trong d6 phuong phap nay

con bao gdm budc ¢ glycoprotein dén ndng d6 mong mudn va/hodc bao gom cac budce

phbi ché tiép.
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