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(57) Sang ché dé cip dén chét chiét Arthrospira maxima thé hién hoat tinh khang virut voi
phd rong virut, nhu enterovirut (EV), virut hop bao ho hap (RSV), virut herpes ¢ nguol
(HHV), virut Ebola, virut gay dich ti€u chay cap ¢ lon (PEDV), va virut gdy hdi chung roi
loan sinh san va ho hép 0 lon (PRRSV). Cu thé, sang ché dé cip dén chat chiét Arthrospira
maxima dugc tao ra tir sinh khoi ciia A. maxima. Sang ché cing dé cap dén quy trinh diéu
ché chét chiét 4. maxima, ché pham dinh dudng, dugc pham va bang c0 tinh tuong thich
sinh hoc chtra chit chiét 4. maxima nay. Sang ché ciing dé cip dén phuong phap tc ché
qua trinh sao chép cia virut trong té bao chu.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén chit chiét vi khuan lam, quy trinh diéu ché chit chiét nay va su
dung chit chiét nay. Cu thé, chét chiét vi khuén lam thé hién hoat tinh khang virut véi phd
rong virut, nhu enterovirut (EV), virut hop bao hd hip (RSV), virut Herpes & nguoi (HHV),
virut Ebola, virut gdy dich tiéu chay & lon (PEDV), va virut gay hdi ching rdi loan sinh
san va ho hap & lon (PRRSV).

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Vi khuan lam 12 vi khuén c6 kich thuéc hién vi duogc phat hién trong d4t va nuée ngot,
nuéc lg hodc nwde man. Vi khuén lam thue hién qua trinh quang hgp tao oxy. Do chuing la
sinh vat quang hop, vi khuan lam thay sinh thuong dugc goi la tdo xanh. Hién nay, ¢6 hon
2000 loai da dugc mo ta thudc nganh vi khuin lam. Vi khuén lam da duge xac dinh 1a mot
ngudn hoat chét sinh hoc ddi dao véi cac hoat tinh chéng virut, khang khuin, khang nim
va chéng ung thu. Cac hop chit phan 1ap duge tir vi khuan lam thudc cac nhém polypetit,
amit, alkaloit, axit béo, indol, va lipopeptit. Pd c¢6 nhiéu nd luc dé nhan biét cac phan

doan chit chiét hodc cac hop chét hoat tinh véi cac tac dung tri liéu mong mubn.

Spirulina dugc ding dé chi san phdm bd sung cho ché do an duoc lam tir sinh khéi
kho cua Arthrospira platensis va A. maxima. A. maxima (hodc Spirulina maxima) duge tim
thdy & céac vung nhiét d6i hodc cén nhiét déi noi ¢6 c4c ving nrdc min va nude kiém. Vi
du, n6 phé bién & hd Chad, chau Phi va hd Texcoco, Mexico. Hai loai nay da ting duoc
phan loai vao chi Spirulina. Mic du theo nguyén tic phéan loai hién nay, viéc st dung tén
Spirulina cho hai ching nay khong phu hop, va c6 théa thuan rang chi Arthrospira bao
g0m A. platensis va A. maxima, vi thé nguyén tic phan loai 13i thoi nay dén nay van con
dugce sit dung, va cac san pham b sung cho ché d6 an duoc lam tir ching van thudng dugc
goi bang tén phd bién cia ching, spirulina. Spirulina dugc st dung nhu mét ngudn thuc
pham tir thoi Aztec b dai. Khi duoc st dung 1am san phim b sung cho ché d6 an, spirulina

thuong duge cung cdp dudi dang bot kho giau protein va polysacarit va ciing chira
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nhiéu chét dinh dudng thiét yéu, nhu cac vitamin B va chét khoang dinh dudng (vi du, sit

va mangan).

Céc virut duong rudt - enterovirut (EV) la mot chi ctia cac virut ARN mach don,
mach duong ma duoc dit tén theo dudng 1ay nhiém ching qua rudt non. Cac EV du tién
dugc phan loai thanh poliovirut, virut Coxsackie A (CA), virut Coxsackie B (CB), va
echovirut, dua trén co ché bénh sinh cua ching. Cac EV duoc xac dinh sau d6 dugc dit tén
Ia Enterovirut theo sau 1a céc s6 di kém, ching han, EV68, EV69, EV70, EV71. Su bung
phat dau tién cua Enterovirut & ngudi typ 71 (EV71) & Dai Loan dién ra vao nam 1998, ma
géy ra tong sé 405 trudng hop nghiém trong va 80 trudng hop tir vong. Tai Trung Quéc,
sw bung phét dich EV71 nam 2010, d4 gay ra hon 1,7 triéu trudng hop bi nhiém, véi 27000
bénh ﬁhén ¢6 cac bién ch&ng than kinh nghiém trong va 905 trudng hop tir vong. Viée
nhiénﬁ EV7 1 dugc biét 1a gdy ra bénh tay, chan va miéng (hand, foot, and mouth disease -
HFMD), va trong giai doan tir nam 2011 dén 2014, da c6 hang triéu trudmg hop méic bénh
HFMD dugc béo cao & Trung Qubc. Mdi nam, hang trim tré em & Trung Qubc bi chét vi
nhiém EV71. Theo d6, ¢6 nhu cau cép thiét trong linh vuc k§ thuat lién quan dé cung cép
vacxin, cling nhu cac dugc chét chéng EV71 mét cach hiéu qua. Tinh dén nam 2014, c6
ba thit nghiém 14m sang giai doan IIT d4 hoan thanh & Trung Qudc, trong khi & Dai Loan
va Sinh-ga-po da hoan thanh mdt thir nghiém giai doan 1. Hi€u qua bao vé cta vacxin 16n
hon 90% & HFMD do EV71, va 80% & cac bénh lién quan dén EV71. Tuy nhién, EV71
hién duoc chia thanh bdn kiéu gen (cac kiéu gen A, B, C va D) va con dugc chia thanh 12
dudi kidu gen (sub-genotype). Vi thé, hiéu qua bao vé gifra céac loai cda vacxin EV71 c6
ngué")n géc tr mOt chung cu thé v6i mot kiéu gen duy nhét d6i v6i mot virut phé bién khac
la khong chic chin. Theo quan diém néu trén, duoc chit khang EV71 hoic khang

enterovirut pho rong dé ngan ngira va diéu tri EV71 1a quan trong.

Virut hop bao hé hip, hoic RSV, 1a virut ho hip thong thudng ma thudng gy ra
triéu chirg nhe, giéng nhu cam lanh. G M¥, 60% nhii nhi bi nhiém trong mua RSV thu
nhét cia chiing, va gin nhu toan bo tré em s& bi nhiém virut ndy trong giai doan tir 2 dén
3 tubi. Trong s6 nhimg ngudi bi nhidm RSV, 2- 3% trong sd d6 s& bi viém tiéu phé
quén, cin phai nhap vién. Mic du da c6 nhiéu nghién ciru tich cuc dé phat trién vacxin

RSV méi, nhung hién tai vin chwa c6 vacxin nay. Mit khac, viéc diéu tri RSV méi chi gioi
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han & céc bién phap hd trg. Do viéc phat trién vacxin RSV thuong mai vin con khé nim

bit, nén dugc chit khang RSV phd rong dé ngin ngira va didu tri RSV 1a quan trong.

Virut Herpes ¢ nguoi (HHV) 1a virut ADN ma 13y nhiém & ngudi bao gém virut gy
bénh mun rdp (herpes simplex viruses) (HSV) 1 va 2 (con dugce biét 1a HHV1 va HHV?2),
virut gy bénh thuy ddu-zona (VZV hodac HHV-3), virut Epstein-Barr (EBV hoic HHV-
4), cytomegalovirut & nguoi (HCMV hodc HHV-5), virut herpes 6A va 6B & nguoi (HHV-
6A va HHV-6B), virut Herpes 7 ¢ nguoi (HHV-7), va virut Herpes di kém véi sacom
Kaposi (KSHV hodc HHV-8). Nhom virut nay duge dic trung bsi su 1y nhiém tiém 4n va
tai phat. Mot s6 duoc chat khang virut dwgc biét 1a cai thién cac triéu ching di kém véi
viéc nhiém HHV; tuy nhién, van chua c6 duoc chét c6 thé loai béd HSV tir vi tri tiém tang

(vi dy, noron, té bao T, té bao B, hoic bach cdu don nhén).

Virut Ebola thudc ho Filoviridae dugc phén loai thuoc bd Mononegavirales. Céc
thanh vién virut thugc bd Mononegavirales 1a cac virut ¢c6 v6 boc chira hé gen ARN mach
don, mach am, dang thang, khong phan doan. Do ty 1¢ tir vong, kha ning lay truyén tir
nguoi sang nguoi cao, va chua cé vacxin hodc liéu phap khang virut hitu hiéu, nén virut
Ebola dugc phan vao loai yéu to gy bénh c6 d9 an toan sinh hoc mirc 4 (BSL-4). Mic du
viéc chiing ngira vong bang vacxin Ebola da c6 vé ¢6 hiéu qua 6 muc do nao do, nhung
mirc d§ hidu qua nay khong chéc chin. Ngoai ra, c6 nhiéu chiing virut Ebola khéac luu hanh
trén khép chau Phi va su dot bién gen trén bd gen RNA ctia virut ciing khién cho viéc phat
trién vacxin hiru hiéu tré nén khé khin hon. Vi thé, diéu quan trong 13 phai phat trién cac
tac nhn c6 hoat tinh khang Ebola dé diéu trj va ngan ngira nhiém Ebola dé chudn bi cho cac

truong hop khan cip bung phat bat ngo.

Tom lai, hién nay tinh trang k¥ thuat c¢6 nhu ciu cép thiét vé& dugc chét khang virut
phé rong khang dugc nhiéu loai virut khac nhau, dic biét 1a enterovirut, virut hop bao ho
hép, virut Ebola, virut gy dich tiéu chay & lon va virut giy hoi ching r6i loan sinh san va
h6 hip & lon dé ngan nglra va’hodc chita tri viéc 1dy nhiém virut. Mat khac, mic du cac
tinh chit sinh hoc va sinh ky khac nhau cta chét chiét Spirulina da dugc thong bao hoic
dugc mo ta chung, nhung tir truée dén nay chua cé bang chung cho thay hoat tinh khéng

virut cila chat chiet Spirulina doi véi cac virut nay.



37414

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Phén sau day s& mo ta so luoc ban chét cua sang ché nhim cung cip céac hiéu biét co
ban vé sang ché cho nguoi doc. Phin nay khéng bao ham toan dién vé sang ché va khong
nhim x4c dinh cac yéu t6 chu chdt hay c6 tinh quyét dinh sang ché, hodc x4c dinh pham
vi ctia sang ché. Muc dich duy nhat ctia phin nay 1a gidi thiéu mot sé khai niém dugc bdc

16 & day dudi dang gian lwoc dé 1am tién @& cho phin mé ta chi tiét hon sau day.

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé xuat chit chiét vi khuén lam, cu thé, chit chiét
tlr A. maxima (du6i déy, chat chiét Arthrospira maxima hodc ngén gon 1a chat chiét AM).
Chét chiét AM nay dugc dic trung béi viée ¢ tong sb dudong ting (cu thé, polysacarit
trung tinh va/hodc tich dién duong), ma twrong quan duong véi hoat tinh khang virut. Nhu
dugc mo ta dudi day, ché phém ddc dao tir chit chiét AM theo sang ché thu dugc hoat tinh
khang virut mong muébn khang lai pham vi rong céc virut. Hon nita, dit liéu thir nghiém
duoc néu duéi day ciing cho thay rang chit chiét AM vén gitr duoc hoat tinh khang virut
thoa dang khi dwoc xir Iy bang enzym tiéu héa. Do viée hip thu qua duong miéng 1a duong
dung thong thuong nhat dbi v6i chit chiét AM, nén hoat tinh khang virut sau khi xir 1y
bang enzym tiéu hoa dé xuét ring chét chiét AM, khi ding qua dudng rudt (vi du, dung
qua dudng miéng), c6 co hdi cao hon trong viée ton tai qua qua trinh chuyén hoa qua gan
l4n thir nhét va tao hiéu qua khang virut in vivo.

Theo mét s6 phwong 4n ctia sang ché, chit chiét AM chura it nhat 25% (% khéi lwong)
1a tong lwong duong. Vi du, chit chiét AM theo sang ché ¢6 thé chua tir 25 dén 75% (%

khéi lwong) tong lwong dudng.

Theo mot s6 phuong 4n, chit chiét AM c¢6 ngudn gbc tir phan doan phén tir luong
16n ¢6 thé thu duge bang cach str dung mang loc ¢6 ngudng phan tir lwong (MWCO) 1a
100 KD.

Theo cic phuong an nhit dinh, chit chiét AM chira it nhit 60% (% khéi lwong)
polysacarit tich dién dwong va/hodc trung tinh dua trén tong sd dudng trong chat chiét.
Tuy v, cac chat chiét AM theo sang ché ¢ thé chira tir 60 dén 100% (% khéi lugng)

polysacarit tich dién dwong va/hoic trung tinh dua trén tong sé duong trong chat chiét.
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Theo cc phuong 4n khac nhau cuia sang ché, chit chiét AM chira rhamnoza 1am thanh
phan glycosyl chinh. Vi du, thamnoza ¢6 thé chiém it nhét 1a 30 % mol tong cac thanh
phan glycosyl trong chit chiét AM.

Theo mdt sé phuong 4n, lién két glycosyl chiém wu thé nhit ciia polysacarit

trong chit chiét AM 14 3-rhap.

Theo mdt phwong an nhit dinh, AM chira ham luong protein it hon 20% (% khéi

luong).

Theo mét khia canh khéc, sang ché dé cap dén quy trinh didu ché chit chiét AM theo
(c4c) khia canh duoc dé cép & trén ctia phan mé ta. Bing cach st dung cac quy trinh chiét
doc déo & ddy, mét quy trinh c6 thé tao ra cac chat chiét AM véi ham luong duong ting
va/hodc ham luong protein giam, so v6i cac chit chiét thu duoc bang cac quy trinh chiét

thong thuong.

Theo cac phuong an nhat dinh ciia sang ché, quy trinh diéu ché chét chiét AM bao
gdm cac budc, chiét sinh khdi Arthrospira maxima trong nude nong c6 nhiét do tir 80 dén
120°C dé thu dugc hdn hop thd; loai bé phin can ran khoéi chét chiét thé dé thu
duoc chat chiét bang nudce néng; va tiry y, 1am kho chét chiét bang nuéc nong nay dé thu
duogc chét chiét bang nudc nong dang bot. Chét chiét bang nude nong nay giau ham luong
dudng va chira it ham luong protein, so véi cac chat chiét thu dugc bing cic phuong

phép chiét thong thudong, nhu chiét bing nuéc lanh.

Theo mét phuong an tiy y khac, quy trinh ndy c¢6 thé bao gdm céc budc, tién hanh
loc chét chiét bang nudc nong hodc dung dich chira chit chiét bang nuéc néng dang bot
bang cach sir dung mang loc ¢ gid ngudng phén tir luong 1a 100 KD dé thu dugc phén
doan phan tir luong 16n; va tiy y lam khoé phdn doan phén tir lugng 16n nay dé thu
duogc chat chiét phan tir lwong 16n dang bot. Dir lidu thir nghiém duge trinh bay & day chimg
t6 rang chat chiét phan tir lugng 16n thé hién hoat tinh khang virut thim chi t6t hon hoat
tinh cia chit chiét bang nuéc nong, trong khi d6 chét chiét phan tir lwrong nhé khéng c6

tac dung trc ché su lay nhiém virut.

Tuy v, phuong phép chiét theo sang ché co6 thé con bao gdbm cac bude, cho phan doan

phan t& lvgng 16n hodc dung dich chira chét chiét phan tr lugng 16n dang bot tién hanh
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phuong phép sic ky trao d6i ion bang cach str dung cdt trao d6i anion; thu gom dong thoat
ra chay qua cdt sic ky trao ddi ion, trong d6 dong thoat ra chira chéat chiét AM giau
polysacarit tich dién duong va/hodc trung tinh; rira giai cot sic ky trao ddi ion bang dung
dich mudi va thu gom dich rira giai, trong d6 dich rira giai nay chira chét chiét AM giau
polysacarit tich dién 4m; va tiry y, 1am kho dong thoat ra hogc dich rira giai twong tng dé
thu dugc chat chiét dang bot giau polysacarit tich dién duwong va/hodc trung tinh
va chit chiét dang bot giau polysacarit tich dién am. Chét chiét AM giau polysacarit tich
dién duong va/hoic trung tinh tham chi c6 hiéu qua vé hoat tinh khang virut hon cht chiét

phan tir hrgng 16m va chat chiét AM giau polysacarit tich dién 4m.

Theo mét sd phuong an, ¢t trao dbi ion 1a cot trén co s& dietyl aminoetyl (DEAE), cot
trén co s& aminoetyl bac bén (QAE) hodc cdt trén co so trimetylamino etan (TMAE),

hodc cac cdt tich dién duong khéc.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén phwong phap diéu trj sy 1y nhiém
virut hodc rdi loan gy ra béi sy lay nhiém virut, & d6i twong c6 nhu cau diéu tri. Dir liéu
thir nghiém da cung cdp bang chung ring chét chiét AM theo cic khia canh/phuong an
duoc dé cap ¢ trén cua sang ché c6 hiéu qué khéng lai pham vi rong virut, nhu, virut
Enterovirut (EV), virut hop bao h6 hap (RSV), virut Ebola, virut giy dich tiéu chay 6 lon
(PEDV), va virut gdy hdi chimg r6i loan sinh san va h6 hip & lon (PRRSV).

Theo mdt s6 phuong an cta sang ché, phuong phap nay bao gdbm cac bude dung cho
d6i tugng mot lwong hiru hidu cua chét chiét AM theo sang ché.

Theo cac phuong 4n khéc, d6i tuong 14 dong vat c6 via, bao gdm ngudi.

Theo mét khia canh khéac, sang ché @& cip dén phwong phap wc ché qua trinh
sao chép cuia virut ciia cic virut cu thé trong té bao chu.

Theo cac phuong 4n ciia sang ché, phuong phap nay bao gdbm budc cho té bao chu
tiép xic v6i lugng hiru hidu cta chét chiét AM theo (c4c) khia canh/phuong an duoc dé cap
& trén ciia sang ché. Theo cac phuong an khéac, phuong phéap nay c6 thé duoc thyc hién in
vitro hodc in vivo. Té bao chu co thé 1 té bao dong vét c6 v.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé cap dén ché pham dinh dudng hoic duoc

pham dé diéu tri su 14y nhidm virut hodc hoi chimg gy ra béi su 1y nhiém virut.

_7-
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Theo mdt s6 phuwong 4n, ché phim dinh dudng hodc dugc phdm chira lwgng hitu

hiéu cua chét chiét AM va, tuy v, td dugc duge dung hodc dinh dudng dung.

Sang ché cling dé cap dén vat liéu c6 kha nang twong thich sinh hoc, ma chira chét
nén c6 kha ning twong thich sinh hoc va chit chiét AM dugc phan phdi trong chat nén c6
kha ning twong thich sinh hoc nay hodc qua bé mit ctia chit nén c6 kha nang twong thich
sinh hoc nay. Vi du, vét liéu ¢6 kha nang tuong thich sinh hoc c6 thé 1a gel hoc dung dich
phun, ma chita chit dan c6 kha ning tuong thich sinh hoc va chét chiét AM dugc phan
phéi trong chit dan c6 kha nang twong thich sinh hoc nay. Theo mdt vi du khéc, vat liéu co
kha nang twong thich sinh hoc ¢6 thé 13 biang bao gdbm 16p nén ran hap thu, ma c6 thé duoc
tAm gel hodc dung dich chira chét chiét AM. Theo mét vi du khac, mot bé mit cia miéng
bang cua vat licu c6 kha ning twong thich sinh hoc cé thé duoc phu 16p dinh két chira AM
duoc phan phdi trong 16p dinh két nay.

Céc dbi twong cling dugc bao gdm trong cac khia canh khéc ciia sang ché bao gdbm
viée st dung chét chiét AM trong san xuat thube dé diéu tri su lay nhiém virut hoic
hdi chimg do 1dy nhiém virut, cling nhu chét chiét AM dé sur dung trong diéu tri su lay
nhiém virut hodc hdi chimg giy ra boi su 1ay nhiém virut.

Nhiéu ddu hiéu va vu diém cta sang ché s& tré nén duoc hiéu rd hon khi tham khao
phan mb ta chi tiét dudi ddy kém theo phin md ta vén tit hinh vé.

MG ta vén tit cac hinh v&

Sang ché s& dugc hiéu rd hon khi doc phdn mé ta chi tiét dudi day cing v6i cac hinh
vé€ kém theo, trong do:

Fig. 1. 12 so @6 minh hoa quy trinh diéu ché cac chit chiét AM khic nhau theo céc
phwong 4n khac nhau cua sang ché;

Fig. 2A dén Fig. 2C l1a sic ky do thé hién su phan bd phan tir lugng ciia polysacarit
trong cac chét chiét AM theo mét vi du thuc hién ctua sang ché;

Fig. 3A va Fig. 3B 14 c4c sic ky d0 thé hién dién tich cua cac thanh phan c4u thanh

trong cac chét chiét AM theo mdt vi du thuc hién cua sang ché;
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Fig. 4A va Fig. 4B thé hién so dd va cac két qua cta thir nghiém thoi gian bd sung

theo mot vi du thuc hién cia sang che;

Fig. 4C va Fig. 4D thé hién so dd va cac két qua cia thir nghiém thoi gian loai bé

theo mot vi du thuc hién cia sang che;

Fig. 4E thé hién két qué cda thir nghiém tao thanh vét tan theo mot vi du thue hién cta

sang ché; va

Fig. 5A va Fig. 5B thé hién hiéu qua tri liéu ciia SHD1 trén chudt nhat ICR bi nhiém
EV71/MP4 theo mét vi du thuc hién cua sang ché.
MG ta chi tiét sang ché

Phan mo ta chi tiét dugc néu duéi ddy cing véi cac hinh v& kém theo nhim muc dich
md ta cac vi du va khong du dinh 1a cic dang duy nhét ma cac vi du nay c6 thé dugc xay
dung hodc dugc stir dung & do. Phén mé ta nay néu vai tro cuia ph?ln vi du va trinh tu céc
budc thuc hanh va thuc hién cac vi du nay. Tuy nhién, céc vai tro va trinh tu giéng hoac

tuong tu c6 thé duoc thuc hién béi cac vi du khac.

Dé thuan tién, mot sb thuat ngir nhét dinh duoc st dung trong ban mo ta, ph?m vi du
va cac diém yéu cdu bao ho kém theo dugc néu dudi day. Trir khi duge quy dinh khéc
trong ban mé ta ndy, cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuat duge sir dung trong sang ché s& c6
nghia nhu thudong dugc hiéu va duoc sir dung bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay. Trir khi duge yéu cau khéc boi ngit canh, nén hidu ring cac thuat ngit & dang sd
it s& bao gdm cac dang sb nhidu ciia cic thut ngit ndy va cac thuat ngit & dang s6
nhiéu ciing s& bao gdm dang s it ciia n6. Cu thé, nhu duoc sir dung trong phan mo ta va
trong phan yéu ciu bao ho, cac dang sb it “mot” bao gdbm cac dang sb nhiéu trir khi
ngit canh chi rd theo cach khac. Twong ty, nhu dwoc st dung trong phan mé ta va phan
yéu cau bao ho, cac thudt ngit “it nhat 1a mot” va “mot hodc nhiéu” c¢6 nghia gibng nhau
va bao g@)m mot, hai, ba, hodc nhiéu hon ba.

Tuy nhién, cac khoang va cac thong sb bang s thiét 14p pham vi rong cua sang ché
1a cac gia tri xap xi, cac gia tri bang sb néu trong cac vi du cu thé duoc ghi lai chinh x4c
dén muc c6 thé. Tuy nhién, gia tri bang sb bit ky, vdn c6 céc sai s6 nhét dinh tit yéu do do

1éch chuin trong cac phép do thir nghiém twong tng cta chung. Twong tu, nhu duge st
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dung & day, thudt ngit “khoang” thuong c6 nghia 1a trong pham vi 10%, 5%, 1%, hodc
0,5% cuia gia tri hodc khoang cho trudc. Theo mot cach khéc, thuat nglr “khoang™ c6 nghia
1a trong pham vi sai s6 chuan chip nhan dwgc ciia gi tri trung binh khi durge xem xét boi
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc. Ngoai cac vi du van hanh/thuc hién, hodc trir
khi duogc chi rd mdt cach chinh xac theo cach khac, tit ca cac khoang béng sb, cac
lugng, cac gia tri, va ty 1€ phﬁn tram, nhu lugng vat liéu, khoang thoi gian, nhiét do, diéu
kién véan hanh, ty 1¢ gitta cic lugng, va dang tuwong tu cua chiing dugc bdc 10 & day nén
duoc hiéu 13 duoc thay ddi trong tit ca cac truong hop boi thuat ngir “khoang”. Do d6, trix
khi ¢6 chi dan nguoc lai, cac thong sé bang s6 duge néu trong sang ché va cac diém yéu cau
bao ho kém theo 14 cac gia tri xap xi va co thé thay d6i néu mudn. it nhat, mdi thong sd
bang s6 it nhit 1a nén duoc hiéu theo sé con sb ¢6 ¥ nghia dugc thong bao va bang cach ap
dung cac k§ thuat 1am tron théng thuong. Céac khoang dugc thé hién & ddy 1a tir ddu muat
nay dén ddu mut khac hodc gitra hai diu mut. Tt ca cac khoang dugc boc 16 & day déu bao

gdm cac diu mut, trir khi duoc quy dinh khac.

Thuét ngit “dilu tri” va “viéc diéu tri” nhu duoc st dung & day co thé dé chi cac bién
phap ngan ngira (vi du, du phong), chita tri hodc 1am thuyén giam. Cu thé, thuat ngir “diéu
tri” nhu duogc str dung & diy dé viéc 4p dung hodc sir dung chat chiét AM theo sang ché
hoic duoc phdm chira chit chiét nay cho dbi twong, 14 nguoi 6 tinh trang y té, triéu ching
kém theo tinh trang y té nay, bénh hoic tdi loan thir phat theo tinh trang y té, hodc bam cht
v6i tinh trang y té nay, nham muc dich lam thuyén gidm, cai thién, lam diu, tri hoan su
khéi phat cua, trc ché su tién trién cua, 1am giam su nghi€ém trong cua, va/hodc lam giam
ty 1€ méc mot hodc nhiéu triéu ching hodc d4u hiéu cta cac bénh, rdi loan, va/hodc tinh
trang bénh 1y cu thé nay mot phan hodc hoan toan. Viéc diéu tri c6 thé duoc sir dung cho
dbi tuong khong thé hién cac ddu hiéu cua bénh, rdi loan, va/hodc tinh trang bénh ly,
va/hoic cho ddi tuong thé hién cac dau hidu sém ciia bénh, r6i loan va/hoic tinh trang bénh
ly, nhim muc dich 1am giam nguy co phat trién bénh 1y di kém vai bénh, réi loan va/hodc
tinh trang bénh ly nay. Theo sang ché, bénh, roi loan va/hodc tinh trang bénh ly dugc du
dinh bao ham sy 1y nhiém virut gdy ra bdi cac virut cu thé va bénh, rdi loan va/hodc tinh
trang bénh 1y di kém hoic c6 ngudn gdc tir sy 1ay nhiém virut nay. Theo cic phuong 4n wru

tién, chat chiét AM theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé \rc ché qua trinh sao chép cua
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virut ¢4 in vitro va in vivo. Do d6, phuwong phap diéu tri theo sang ché cung cip bién phap
dé vé co ban diét trir tac nhan gay bénh lay nhidm trong sinh vét chi sao cho tac nhin gay

bénh nay khong con phét hién dugc trong sinh vat chu.

Thuét ngir “ddi twong” va “bénh nhan” duge sir dung thay cho nhau trong ban mé ta
nay va duoc du dinh dé c6 nghia 1a dong vat bao gdm nguoi ma cé thé didu tri
bang chét chiét AM, dugc pham, va/hoic phuong phép theo sang ché. Thuat ngir “ddi
teong” hodc “bénh nhan” dugc du dinh dé chi ca gi¢i tinh nam va nit trir khi mot gidi tinh
duge chi rd cu thé.

Thuét ngit “ap dung” va “sir dung” duge sir dung thay ddi cho nhau trong ban mé ta
nay dé c6 nghia 1a viéc st dung chit chiét AM theo sang ché hodc dugc phim theo

sang che cho doi twgng ¢ nhu cau diéu tri.

Thuat ngit “luong hiru hiéu” nhu duoc sit dung & diy dé chi luong chit chiét AM
theo sang ché ma du dé thu dugc déap ung tri liéu mong mubn. Luong hitu hi€u ctia mot chét
khong nhat thiét 13 phai chira khoi bénh hodc tinh trang bénh Iy nhung s& cung cép viéc
diéu tri cho bénh hodc tinh trang bénh 1y sao cho su khai phat cua bénh hodc tinh trang
bénh ly dugc tri hodn, bi cdn tré hodc dugc ngédn ngira, hodc céc tri€u chimg cua bénh hodc
tinh trang bénh 1y dugc cai thién. Lugng hitu hiéu nay c6 thé duoc chia thanh mot, hai,
hoic nhiéu hon hai liéu & dang thich hop dé dugc ding tai mot, hai hodc nhidu hon hai lan
trong khoang thoi dinh trude. Luong hiru hiéu va thich hop cu thé sé& thay dbi phu thudce
vao cac yéu td nhu tinh trang bénh 1y cu thé duoc diéu tri, diéu kién sinh 1y cia bénh nhan
(vi dy, khéi lrong co thé, tudi tac, hodc gidi tinh ctia bénh nhan), loai dong vat c6 vii hodc
dong vat duge diéu tri, khoang thoi gian diéu tri, ban chét cua liéu phap dong thoi (néu c6),
va dang bao ché cu thé duoc st dung va cAu tric cua thanh phén hoat tinh hodc din xuét cua
no. Lugng hitu hiéu c6 thé dugc biéu dién, vi du, 1a téng khéi lugng cua chét chiét AM (vi
du, theo gam, milligam hodc microgam) hodc ty 1 khdi lugng ctia chit chiét AM voi khébi

lwong co thé, vi dy, 1a milligam trén mdi kilogam (mg/kg).

Cum tur “t4 dugc dinh dudng dung hoic dugc dung” nhu dugc st dung & ddy c6 nghia
1a nguyén liéu, thanh phan hodc chit din, nhu chit don 10ng hodc rin, chit 1am lodng, chat

mang, dung moéi hodc vat licu bao nang, dugc tham gia vao viéc mang hodc
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van chuyén céc chit theo sang ché tir mot co quan, hodc bd phan cua co thé, dén mot co
quan, hodc bo phén khac cta co thé d6. Mdi ta duge can phai "co thé chép nhan duoc" theo
nghia twong thich véi cac thanh phan khac clia ché phim. Ché pham dinh dudng hoac dugc
phém chita chét chiét AM theo sang ché két hop v6i mot hodc nhiéu thanh phﬁn chip nhan
duoc vé mit dinh dudng hodc duoc dung. Ta duge nay cd thé 1a dang chit 1am loing, kem
dang rén, ban ran hogc nang. Céc san pham dinh dudng va dugc pham ciing 12 mot d6i
trong nira cua sang ché. Théng thuong, lugng chét chiét AM nam trong khoéng tir 0,1 dén
95% khéi lwong ciia san pham, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 0,2 dén 20% khdi lugng véi
san pham str dung ngoai duong tiéu hoa va t5t hon 12 ndm trong khoang tir 1 dén 50% khbi
lugng v6i céc san pham str dung qua dudong miéng. Dé sir dung 1am sang theo cac phuong
phép cua sang ché, ché pham dinh dudng hodc duoc pham theo sing ché duoc bao ché

thanh c4c dang bao ché thich hop cho cac dudng dung du dinh, nhu ding qua duong miéng

Nhu dugce str dung & day thuat ngit “sinh khoi” c6 nghia la sinh khoi thu duoc tr moéi
truong nudi cy chira 4. maxima. Thuat ngit nay bao gom céc sinh vét song va chét, cling

nhu sinh khéi 1am sin, duoc 1am kho, dong lanh hodc hoat dong trude do.

Séng ché nay dugc dua trén, it nhét 1a mét phﬁn, vi€c phat hién ra réng chét chiét 4.
maxima (chat chiét AM) c6 thé rc ché sy 1ay nhiém virut gy ra boi pham vi rong cac virut,
nhu, EV, RSV, HHV, virut Ebola, PEDV, va PRRSV. Theo quan diém trén, sang ché dé
Xuét cac phuong phéap diéu tri sy 1y nhiém virut gy ra béi cac virut cu thé. Mot sé phuong
4n cua sang ché d& cap dén cac phuong phap didu tri rbi loan gdy ra boi viéc lay nhiém
virut ndy. Sang ché ciing dé cap dén viéc sir dung chit chiét AM nay trong diéu tri lay
nhiém virut, cling nhu trong san xut thuéc nhim muc dich didu tri nay. Thude (tic 13,

dwgc pham) tat nhién, 1a dbi tuong dugce bao ham trong pham vi clia sang ché.

Theo mét sd phuong an cla sang ché, chit chiét AM giau ham luong dudng. Vi
du, chét chiét AM chtra it nht 25% (% khdi lugng) tong lugng dudng, nhur 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, va 80% (% khdi luong) tong s6 duong dua trén tong khoi
lwong ctia chét chiét AM. Dit liéu thir nghiém dugc néu dudi day chimg td rang chét chiét
AM giau duong nay hitu hiéu trong vi€c (rc ché qua trinh sao chép cla virut ctia mdt loat cac
virut, trong khi d6 chét chiét AM thong thuong v6i ham lugng duong it khong thé hién

hoat tinh khang virut & mirc cao nhu vay.
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Chét chiét AM theo sang ché ciing doc ddo & chd né bao gdm luong protein giam,
khi duge so sanh véi chit chiét AM thong thudng. Theo cac phuong an khac clia sang ché,
mirc protein cta chit chiét AM nhé hon 20% (% khdi lwong), nhu 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,
4,5,5,5,5,6,6,5,7,7,5,8,85,9,9,5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, va 20% (%
khéi lwong) dira trén téng khdi lugng cta chit chiét AM.

Theo mdt s& phwong 4n khéc, chat chiét AM 1a chat chiét AM phan ti lugng 16m ¢6
ngudn gbc tir phan doan phan tir lugng 16n c6 thé thu dugc tir cac phuong phép tach theo
kich thudc phéan tir. Theo mot s6 phurong 4n tity ¥, phan doan phan tt lugng 16n ¢6 thé thu
duoc bang cach loc chét chiét AM giau duong bing mang loc c6 ngudng phan tit luong
(MWCO) 1a 100 KD. Thong thuong, MWCO, trong ngit cdnh mang loc, dé chi phan tir
luong cia phén tr nho nhét (theo Dalton) trong d6 ty 1€ % xac dinh dugc (vi dy, 80, 85, 90
hodc 95%) cua phén tir dugc gilt lai bdi mang loc trong qué trinh loc (hodc tham tach). Vi
thé, phan doan phan tir lwgng 16n chira lwgng cac thanh phan c6 phan tit lugng 16n hon 100
KD dugc tang 1én, so véi phan doan phan tir lugng thép. Dit liéu thir nghiém dugce trinh
bay dudi ddy chi ra ring chét chiét AM phan tir lugng 16n theo séng ché tao ra hiéu qua
khang virut théa dang hon, so v6i chat chiét bang nréc néng giau dwdng hodc chét chiét

AM phén tir lugng thép.

Theo c4c phuong 4n khéc, chat chiét AM phan tit lwgng 16n con duge tinh ché thém
bang cach st dung cic phuong phap tach theo dién tich. Vi du, chét chiét AM phan tir
luong 16n duge tién hanh phuong phép sic ky trao ddi anion sao cho cac thanh phan
trong chét chiét duoc tach thém dua trén dién tich ciia phan tir. Phuong phap sdc ky trao
d6i anion thu dugc phan doan giau polysacarit tich dién duong va/hodc trung tinh va phan
doan khac giau polysacarit tich dién 4&m. Dir li¢u thir nghiém duoc bao g06m dudi day chimg
t6 rang chét chiét AM vé6i phan 16n 1a polysacarit tich dién duong va/hodc trung tinh c6
hiéu qua hon trong viéc trc ché qua trinh sao chép clia cic virut cu thé, so v6i chit chiét
AM phan tr lwong 16n va chat chiét AM chira chit yéu 1a polysacarit tich dién am.

Theo c4c phuong 4n khéc cila sang ché, chét chiét AM phén tir lugng 16n chira it nhat
60% (% khdi lwong) polysacarit tich dién duong va/hoic trung tinh dya trén tong s6 duong
trong chét chiét. Vi duy, polysacarit tich dién dwong va/hodc trung tinh c6 thé chiém tir 60

dén 100 (% khéi luong) tdng sb duong trong chét chiét. Vi du, chét chiét AM c6 thé chia
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60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83,
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, hodc 100 (% khdi luong)

polysacarit tich di¢n duong va/hodc trung tinh dua trén tong luong dudng.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh cua sang ché, rhamnoza la thanh phan glycosyl chinh
trong s cac thanh phan glycosyl cdu thanh polysacarit trong chat chiét AM. Theo mdt s6
phuong 4n tity ¥, chat chiét AM c6 it nhét 1a 30 % mol rhamnoza dwa trén téng cac thanh
phin glycosyl trong chét chiét AM. Vi du, ty 1& % mol ctia thamnoza c6 thé 1a 30, 32, 34,
36,38, 40, 42, 44, 45, 46, 48, 50, 52, 54, 55, 56, 58, 60, 62, 64, 65, 66, 68, hodc 70 % mol.

Ngoai ra, lién két glycosyl dbi dao nhét c6 mit trong polysacarit 1a 3-rhap, theo mot
sb phuong an cua sang ché. Vi du, trong mét vi du thuc hién, 16n hon mot ntra céc géc

rhamnoza c6 lién két 3-rhap.

Nhu c6 thé danh gia duoc, cac chit chiét AM khéc cling dugc mo ta & day. Mic du
mot s6 chat chiét AM duoc yéu cAu bao ho c6 thé thé hién hoat tinh khang virut tbt
hon céc chit chiét AM duoc yéu ciu bao ho khac, cac chat chiét AM giau duong nay dat
duoc hoat tinh khang virut cao hon v6i ham lugng duong cao hon. Ngoai ra, di¥ liéu thir
nghiém dugc cung cép dudi day chimg t6 rang chét chiét AM theo sang ché van giit dugc
hoat tinh khang virut théa dang khi xr Iy bang enzym tiéu hoéa, dé xuét rang ching c6 thé
gdy ra hoat tinh khang virut in vivo mong mubn. Ngoai ra, c6 nhiéu phuong phap va k§
thuat da biét trong linh vuc dé bao ché chit chiét AM theo sang ché dé cai thién sinh kha

dung va/hodc cong hiéu ciia chit chiét AM dugc tiéu thu qua dudng miéng.

Ngoai cac chét chiét AM dugc mé ta & trén, séng ché ciing dé cap dén quy trinh
didu ché cac chit chiét AM nay. Quy trinh ndy dugc dic trung & budc chiét bang nudc
n6éng, ma dan dén viéc tang tong sd duong cia chét chiét AM va tiang cuong hoat tinh
khang virut. Quy trinh nay ciing bao gdm cac budc b sung dé tinh ché chét chiét AM, nho
d6 thu duoc cac chét chiét AM khac nhau véi hoat tinh khang virut dugc tdng cudng.

Céc quy trinh chiét minh hoa theo c4c phuong 4n khac clia séng ché dugc dé cap kem
theo viéc tham khao luu d6 duoc mé ta trén Fig. 1. Theo mot s6 phuong 4n cia sang ché,
quy trinh chiét bao gdm bao gb6m budc chiét sinh khdi A. maxima trong nuéec néng dé thu

duoc chét chiét thd (bude 110). Vi du, dAu tién sinh khéi c6 thé duoc tao huyén phi trong
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nudc (vi dy, nude cAt hodc nuée cAt hai lﬁn), ma sau do dugc lam néng dén nhiét do khoang
tir 80°C dén 120°C trong mdt khoang thoi gian. Vi dy, thé huyén phi c6 thé duge gia nhiét
dén nhiét do khoang 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98,99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
117, 118, 119, hodc 120°C. Theo cac phuong an khac, bude chiét gia nhiét 110 co thé kéo
dai dén it nhat 12 mot gid, vi du, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, hoc 4 gid. Theo mdt s6 phuong 4n,
thoi gian chiét c6 gia nhiét ¢6 thé 14u hon nita.

Sinh khéi A. maxima thich hop dé chiét bao gdm sinh vat 4. maxima song duoc lay
tir hé théng nudi cdy. Theo mot cach khac, sinh khdi 4. Maxima c6 thé 1a sinh vat 4.
maxima chét, nhu sinh vat dugc 1am kho (vi du, bang cach lam dong kho, lam khd trong
khong khi, hodc sdy phun). Theo mot s6 phuong 4n dugce cung cip & day, sinh khéi A.
maxima kho dugc tao huyén phi trong nude cat hai lan dén ndng d6 10% (% khéi lugng/thé
tich). Tuy nhién, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé danh gia duoc
rang, ndng do cia sinh khéi trong thé huyén phu c6 thé nam trong khoang tir 1% (% khéi
lwong/thé tich) dén 30% (% khéi lugng/thé tich), nhu 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, hodc 30% (% khéi Iugng/thé
tich).

Quy trinh chiét ciing bao gdm budc 120, trong d6 phén can rén trong chét chiét tho
duoc loai bd. Mot phuong an dé loai bo phén cin ran duoc ly tdm. Vi du, chét chiét tho c6
thé duoc ly tam & tde do 1000 dén 5000 vong/phut (vi du, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 4500, hodc 5000 vong/phut) trong thoi gian thich hop (nhu 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35,36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, hodc 50 phut).

Sau khi loai bo phﬁn can rin tir chat chiét tho, ngudi ta c6 thé thu dugc chit chiét AM
bang nuéc néng (vi dy, dich ndi duogc thu gom tir dng ly tim). Nhu dugc dé cap dudi
day, chét chiét bang nuéc néng (vi dy, chét chiét SH theo cac vi du thuc hién dudi day)
bao gdbm ham lugng duong ting, so v6i cac chét chiét thong thudng duge didu ché bang
phwong phéap chiét bang nude lanh (FE-L-APO). Ngoai ra, muc protein trong chét chiét

bang nudc nong it hon trong chét chiét bang nuéc lanh.
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Theo cac phuong én tuy y, chét chiét bang nu6e néng chira nuéce c6 thé duoc 1am kho
dé thu dugc chit chiét bang nudc nong dang bot. Vi du, chét chiét bang nuéc néng chira
nuée ¢6 thé duogc 1lam kho tu nhién, séy phun, hoic dugc lam khd trong khong khi, hoac

duoc 1am khd bing cac thiét bi thich hop hodc twong duong bat ky.

Nhu c6 thé danh gid dugc, ca hai chét chiét bang nuéc néng & dang chira nudc
va chét chiét bang nudc nong dang bot duge 1am khod déu nim trong pham vi cia “chét chiét
A. maxima® theo sang ché, va c6 thé dugc sir dung dé bao ché ché phdm dinh dudng hoic

dugc pham nhu duge mo ta & day.

Tiép theo, trong buéc 130, chét chiét bing nudc néng (hodc chét chiét bang nuéc
néng dang bot) dugce phén tach theo kich thuéc phan tir (bude 130). Vi du, chét chiét bang
nude noéng cé thé duoe loc bang mang ban thdm c6 ngudng phan tir lwgng (MWCO) 1a 100
KD, nho d6 tach chit chiét bang nudc néng thanh phan doan phéan tir luong nhod va phan
doan phan tr luong 16n. Theo cach nay, phan doan phan to luong lon bao gdm
lugng cua céc thanh phan c6 phan tir lwgng 16n hon 100 KD duoc tang 1én, trong khi d6
phan doan phan tir lwong nho bao gbm nhiéu thanh phan c6 phan ti lugng nho hon 100
KD. Dit lidu thtr nghiém dugc trinh bay du6i ddy cho thdy ring chat chiét phan tir luong
16n (vi du, chét chiét SHI theo cac vi du thuc hién duéi day) tao ra hiéu qua khang virut
t5t hon, so v6i chét chiét bang nuéc néng giau duong hodc chét chiét AM phan tir lugng

thap.

Trong truong hop trong do6 chét chiét bang nudc néng dang bot dugc st dung lam
nguyén liéu khéi dau cho qué trinh loc, thi dAu tién chét chiét bang nuéc néng dang bot
nay dugc tron véi nude cAt hai 14n véi luong thich hop (10 dén 50 lﬁn) trudce khi loc. Vi
du, ham luong nude c6 thé 1a 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27,28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,

hodc 50 1an so v&i khdi lugng ciia chat chiét bang nudc néng dang bot duge lam kho.

Quy trinh loc c6 thé dugc thuc hién theo hudng dan cia nha séan xuét, va nguoi van
hanh c6 thé sir dung theo ¥ riéng clia minh dé quyét dinh xem cic bién dbi nhit dinh c6 can

thiét trong céc tinh huéng hay khong.
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Gidng nhu chit chiét bang nudc nong duoc dé cap & trén, chit chiét phan tir lvong
16n c6 thé duge 1am kho dé tao ra chiét phan tir lugng 16n dang bot. Céc sén phim & ca
dang chira nuée va dang bot ran déu thich hop dé sir dung lam chét chiét AM dugc mo ta
& day.

Sau d6, trong budc 140, cac thanh phan trong chét chiét phan tir luong 16n (hodc chiét
phén tir luong 16n dang bot) duoc tach tiép dua trén dién tich cta céc phén tir. Theo cac
phwong 4n cua sang ché, viéc tach theo dién tich dugc thuc hién bang cach st dung phuong
phap sic ky trao dbi ion. Vi dy, phwong phap sic ky trao d6i ion c6 thé st dung cot trén co
s& dietyl aminoetyl (DEAE), ct trén co s& aminoetyl bac bdn (QAE) hoic cot trén co s&

trimetylamino etan (TMAE), hodc céac c¢t tich dién duong khac.

Theo mét s6 phuong 4n tiry v, d6 man ciia chét chiét phan tir lvong 16n (hodc dung
dich chtra chit chiét phan tir luong 16n dang bot) diu tién c6 thé duge diéu chinh dén
khoang 0,5 dén 2,0% (vi du, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1.4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8,
1,9, hodc 2,0%). Chét chiét phén t& lugng 16n dang bot co thé dugc 1am lodng theo cach
tuong tu nhu cach da dugec mo ta & trén voi chét chiét bang nudc noéng dang bot. Trong
mdt sb trudong hop, chét chiét phan tir lugng 16n dang bot c6 thé dugc pha loing khoing
16n hon 50 1an, nhu khoang 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,

hodc 100 14n, hodc thdm chi cao hon.

Tuy ¥, dung dich nuéc (didu chinh do min hoic khong) duge xir Iy thém bang cach
ly tam dé loai bod phén can ran tir 6. Vi du, theo mot sb phuong an, dung dich nuée duogc
ly tam & tbc d6 5000 dén 10000 vong/phut (vi du, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 7500,
8000, 8500, 9000, 9500, hodc 10000 vong/phut) trong thdi gian thich hop (nhu, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37,38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, hodc 50 phut).

Phuong phap séc ky trao dbi ion c6 thé duge thuc hién theo huéng din cta nha san
xuét, va tit nhién, cac cai bién thich hop ¢6 thé duoc thue hién néu can.

Theo thuc hanh sic ky phd bién, dau tién cot duge rira bing mot lwong nuée cit hai
1an thich hop, va sau d6 miu séac ky (tirc 13, chét chiét AM chira nu6c duge Xt Iy tir trude)

dugc phép chay qua cot, dong thoat ra ban dAu duoc thu gom. Ty v, cdt ndy c6 thé dugc
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rira lai bing nudc cét hai 1an, va dong thoét ra thit hai dugce chay qua cot cling dugce thu
gom va duoc két hgp voi dong thoat ra ban du. Cac dong thoat ra thir nhét, thir hai va
duoc két hop dé chi, theo cach riéng ré& hodc két hop, chit chiét AM giau polysacarit tich
dién dwong va/hodc trung tinh, va bot kho thu dwgc tir chét chiét AM nay 1 bot chét chiét

giau polysacarit tich dién dwong hodc trung tinh.

Sau do, cOt duoc rira giai bang thé tich thich hop ctia dung dich mudi (vi du, NaCl
1M); dich rira giai duoc thu gom trong budc nay 1a chét chiét AM giau polysacarit tich
dién am, va bot kho thu duoc tir cht chiét AM nay 1a chét chiét giau polysacarit tich dién

am dang bot.

Mbt sb mubi dugce str dung hodc dugc tao ra trong phuong phap sdc ky trao ddi ion co
thé gy doc cho té bao, va vi thé, theo mot sd phuong 4n tuy ¥, chit chiét AM giau
polysacarit tich dién duong va/hodc trung tinh va chét chiét AM giau polysacarit tich dién
am duoc tién hanh viéc tach theo kich thude phan tir khac trude khi dugc lam kho dé loai
bo mudi khoi chét chiét.

Dit liéu thtr nghiém dudi ddy chi ra rang chét chiét AM giau polysacarit tich dién
duong va/hodc trung tinh (nhu chét chiét SHD1 theo mét sd vi du thuc hién) c6 hoat tinh
khéng virut cong hiéu hon chét chiét phan tir lwong 16n (vi du, chéat chiét SH1)
hodc chit chiét AM giau polysacarit tich dién 4m (nhu chét chiét SHR1 theo mét sé vi du
thuc hién).

Nhu c6 thé danh gia duoc, chit chiét AM giau polysacarit tich dién duong va/hoac
trung tinh va chét chiét AM giau polysacarit tich di¢n am, ciing nhu bdt thu dugc tir do déu

ndm trong pham vi ctia chat chiét AM theo sang ché.

Theo mét sb phuong 4n cia sang ché, phuong phéap nay bao gbm budc ding cho dbi
tuong lugng hitu hidu cua chit chiét AM theo sang ché dé diéu tri su lay nhiém virut hogc
rdi loan di kém vé6i sy 14y nhiém virut. Theo mot s6 truong hop, qué trinh sao chép cia
virut & dbi tuong c6 thé vé co ban duge trc ché bang cach ding chét chiét AM, nhor d6 tiét

trir sy 14y nhiém virut & ddi twong.

Nhu c6 thé danh gia duge boi ngudi c6 kién thire trung binh trong linh vuc nay, lugng

hitu hiéu c6 thé thay d6i phu thudc vao nhiéu yéu t6, nhu tinh trang bénh 1y cu thé dugc
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diéu tri, mc do nghiém trong ctia tinh trang bénh ly, cac thong s6 ctia bénh nhan cu thé
(bao gdm tudi, tinh trang sinh 1y, kich ¢@, gi6i tinh va cin ndng), thoi gian diéu tri,
ban chit ciia phwong phép tri liéu dong thoi (néu c6), duong ding cu thé va cac yéu tb
trong ty nam trong kién thirc va chuyén mon clia ngudi hanh nghé y té. Theo mdt sd
phuong an cua sang ché, luong hitu hidu ciia chét chiét AM theo sang ché 1a tir 0,01 dén
1000 mg/Kg thé trong mdi ngay ddi vai dbi twong 1a nguoi, vi dy, 0,01, 0,02, 0,03, 0,03,
0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0.5, 0,6, 0,7, 0,8,0,9, 1,2,3,4,5,6,7,
8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300,
310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480,
490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660,
670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 790, 800, 810, 820, 830, 840,
850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950, 960, 970, 980, 990, hoac 1000
mg/Kg thé trong mdi ngay.

Theo cac phuong an nhét dinh, lugng hiru hiéu cua cac chét chiét AM theo sang ché
@8 didu tri 1ay nhiém EV 1a tir 0,375 dén 125 mg/kg/ngay d6i voi chudt nhat; t6t hon 14 tir
1 dén 60 mg/kg/ngay; tét hon nita 13 tir 3 dén 30 mg/kg/ngay. Vi du, lidu ding hang ngay
dbi voi chudt nhit c6 thé 14 0,375, 0,75, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, hodc 125 mg/kg.

Theo cic phuong 4n nhét dinh, dbi twong 1a nguoi truéng thanh, va lugng hitu
hiéu ctia cac chét chiét AM theo sang ché diéu tri 1y nhiém EV 120,01 dén 10 mg/kg/ngay;
t6t hon 1a 0,8 dén 4,8 mg/kg/ngay; t6t hon nita 1a 0,24 dén 2,4 mg/kg/ngay. Vi du, liéu
dung hang ngay ddi v6i dbi trong 1a nguoi c6 thé 12 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07,
0,08, 0,09, 0,1, 0,12, 0,15, 0,2, 0,24, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1,
1,2,1,3,1,4,1,5,1,6,1,7,1,8,1,9,2,2,4,2,5, 3,3,5,3,6,4,4,5,4,8,5,5,5,6,6,5,7,7.,5,
8,8.,5,9,9,5, hodc 10 mg/kg. Nhu c6 thé danh gia dugc, lidu twong duong & ngudi (human
equivalent dose-HEQ) dbi vi chit chiét AM theo séng ché hodc duoc pham chira chit chiét
nay c6 thé duogc tinh bai nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay dua trén lidu
diung ¢ dong vat dugc cung cép trong cac vi du thuc hién dudi day. Vi du, nguoi ta co thé

lam theo huéng dan cho cong nghiép dugc cong b6 boi Co quan quan 1y Thuc pham va
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Dugc pham Hoa Ky (US Food and Drug Administration - FDA) c6 tén “Estimating the
Maximum Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy
Volunteers (July 2005)” dé u6c luong lidu an toan t6i da dé sir dung cho dbi twong 14 ngudi.
Vi du, khoang luong hitu hiéu déi véi dbi tugng 12 ngudi duge dé cap & trén thu dugc
tir cac lidu lugng hitu hidu dbi véi chudt cbng bang cach sir dung hé s6 chuyén d6i dugc

néu trén bang 1 ctia huéng dan FDA, gia st nguoi nang 60 kg.

Chét chiét AM theo sang ché c6 thé dugc dung qua duong toan than (vi du, miéng

hodc trong mang bung) hodc khu tra (nhu qua mang hodc qua niém mac).

Theo mot sé phuong 4n clia sing ché, phuwong phéap nay bao gdm cac budc phun vao
khéng khi, hoc phun 1én déi trong mot ndng do hitu hiéu cta cac cht chiét AM dé ngan
ngtra, hodc diéu tri su lay nhiém virut lam chat khur trung. Néng dd cia cac chét chiét AM

trong dang bao ché co thé 1a tir 1 dén 100000 ug/ml.

Theo mdt s phuong an ctia sang ché, phuong phap nay bao gbm céc bude phun hodc
dép, theo cach khu tra, 1én dbi tuong mot néng d0 hiru hi€u caa cac chét chiét AM dé diéu
tri sy 1y nhiém virut hodc rdi loan di kém v6i su 14y nhiém virut nhu bénh mun rdp gy ra
bdi HSV-1/2 hodc bénh tay chdn miéng gy ra bdi enterovirut. Dang bao ché ciing c6 thé
1a vt liéu ¢6 kha nang twong thich sinh hoc, chira chit nén c6 kha ning twong thich sinh
hoc, va chit chiét AM dugc phan phdi trong nén hodc qua b& mit cua chit nén, & dang
thach hoac thubc ma. Néng dd cua cac chat chiét AM trong dang bao ché cothélatir 1 dén
100000 ug/ml.

Vi dy, chit chiét AM theo sang ché c6 thé duoc bao ché, cung voéi ta duge duge dung
hodc dinh dudng dung, thanh ché phdm dinh dudng hoic dugc phém thich hop cho ché do
dung mong mubn. Cac ché phdm dinh dudng hoic duge phém nhét dinh dugc bao ché theo
y tudng sang tao dugc boc 16 va dugce yeu cAu bao hd & day la dang liéu don vi dé ding
qua duong miéng cho bénh nhan. Ché pham dinh dudng hodc dugc pham theo sang ché ¢o
thé dugc bao ché thanh dang rin, ban rin, hodc long. Cac vi du vé dang lidu luvong thich
hop cho dudng dung duoc dé cap & trén bao gdm, nhung khong bi gii han &, vién nén,
vién nén dai, vién nang, vién nhén, vién ngdm det, vién ngadm, bot, dung dich, thé phén tan,

thé huyén phu (vi dy, thé huyén phti 1éng chita nude hodc khong chira nude, nhu twong
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dau trong nudc, hoic nhil twong nudc trong dau), va con ngot. Nhu c6 thé danh gia

duoc, cac ché pham dinh dudng hodc duge pham nay cling nam trong pham vi cua sang ché.

Theo cac phwong an tity ¥ nhét dinh, cac vi du vé t duge dugce dung hodc dinh dudng
dung bao gém nhung khong bi giéi han ¢, tinh bdt, xyclodextrin, maltodextrin,
metylxenluloza, carbometoxy xenluloza, va gom xanthan. Ngoai ra, cac ché phdm dinh
dudng hodc dugce pham theo sang ché con c6 thé chira mot hodc nhiéu thanh phan sau day:
dung méi, moi truong phan tan, 16p boc, chit hoat dong bé mat, chit chdng oxy héa, chét
bao quan (vi du, chét khang khudn, chét diét ném), chét tao déng truong, chit 1am cham
qua trinh bam dinh, chit 1am dn dinh, gel, chét két dinh, t4 duge, chat lam ré, chat lam

tron, chét tao ngot, chét tao huong, va thudc nhudm.

Déi v6i ché pham dinh dudng chira chit chiét AM theo sang ché, ché pham nay con c6
thé bao gém cac thanh phén dinh dudng bd sung, nhu vitamin, chét khoang, chét xo, axit

béo, hodc axit amin.

Trong cac phuong an, dbi twong 1a dong vat c6 vii, ma c6 thé c6 loi tir phuong phap
didu tri theo sang ché. Nhu duge sit dung & day, “dong vat c6 vi” dé chi tit ca cac thanh
vién thudc 16p Thi (Mammalia), bao gdm ngudi; linh trudng (vi dy, khi va tinh tinh); dong
vat nudi va dong vat trang trai, nhu cho, meo, tho, lon, clru, dé, bo, ngua, va gia sic; cling
nhu dong vat trong vuon thi, dong vat thé thao va dong vat kiéng; va dong vat gam nhim,
nhu chuot nhit, chudt cdng va chudt lang. Theo mot phuong an duoc 14y 1am vi du, bénh
nhén 1a nguoi.

Theo mdt sd phuong an, phuong phép nay con bao gbm buée ding cho dbi tuong
mot luwgng hitu hi€u cua chit dé diéu tri hoic 1am cai thién céc triéu chimg ctia sy 14y nhiém
virut, true, ddng thoi véi, hodc sau khi dung chit chiét AM theo sang ché.

Vi du thwe hién sang ché

Phén vi du dudi ddy dwoc cung cip dé giai thich cac khia canh nhét dinh theo sang ché
va nhim hd tro cho ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue nay thuc hanh sang ché.
Phén vi du nay khéng dugc hiéu 1a dé gi6i han pham vi cla séng ché theo cach bat ky.
Khong cén giai thich thém, nguoi ta tin rang ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc

nay, dua vao phan mo ta & dy, c6 thé sir dung sang ché dén pham vi day du nhat cua no.
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Vi du so sanh: Piéu ché va phén tich thanh phﬁn ctia chat chiét AM bé‘mg nudc lanh

Sinh khéi 4. maxima kho (10 g) dugc tao huyén phu trong nudce cét hai 14n (100 ml)
bang cach khudy manh. Thé huyén phi nay dugc dit trong tu lanh dudi 0°C trong it nhét
1a 8 gid sao cho thé huyén phi dugc dong lanh thanh mot khéi bang. Sau d6 khéi bang nay
duoc ra dong & nhiét do tu 0 dén 37°C va rung hodc khua"iy nhe dé khdi bang nay dugc
tan chay tur tr. Quy trinh két dong va rd dong dugc thuc hién it nhét 1 hai 14n, va sau d6
thé huyén phu da rd dong dugc ly tm & tdc do cao trong 1 gior dé loai bd cac cin ran.
Chét chiét AM béng nudc lanh thu duoc theo cach nay dugc goi la chét chiét FE-L-APO.
Chét chiét FE-L-APO dugc lam dong kho dé thu duge bot FE-L-APO dé phan tich thém.

Chét chiét FE-L-APO bing nuéc lanh dugc phén tich dé xac dinh % khéi lugng (%
khdi lvgng) cua protein (thude thir trong thir nghiém protein Bio-rad sir dung albumin huyét
thanh bo (BSA) lam chuin), tong lwgng dudng, (thtt nghiém axit phenol-sulfric sir dung
glucoza lam chuén), axit nucleic (do hép thu OD260), nude (duge xac dinh béng murc hao
hut khi 1am kho), va tro (duoc x4c dinh bing cach dbt ra tro & 600°C trong 7 gid), va két
qua twong mg duogc trinh bay trén bang 1 (dwgc trinh bay dudi dang gié tri trung binh +
S.D. tir ba mé riéng biét).

Bang 1: Phan tich thanh phin ctia chét chiét FE-L-APO

Ham luong (% khéi lugng)

Protein 39,33 £5,6
Téng sb duong 11,79 £5,7
Axit nucleic 19,29 £2.7
Nude 51
Tro 1,2+0,3
Céc thanh phan khéc 23,39

Thanh phan glycosyl ctia chét chiét FE-L-APO dugc x4c dinh bing phén tich sic ky
khi - Ph6 khdi (gas chromatography-mass spectrometry-GS-MC), va két qua tir ba
mé chét chiét FE-L-APO nay dugc tom tit trén bang 2.
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Bang 2: Thanh phan monosacarit ciia chét chiét FE-L-APO (theo ty 1& % s6 mol, %mol)
A5-S5 101105 A5-S5 110309 AS5-S5 110427

Fucoza 2,00 1,73 2,29
Rhamnoza 25,72 18,19 26,57
Galactosamin Khong xac dinh Khong xéac dinh Khong xéac dinh
Arabinoza 1,33 0,87 1,13
Glucosamin 8,36 6,80 8,02
Galactoza 6,62 7,49 5,83
Glucoza 18,65 15,01 20,12
Manoza 54,41 46,02 56,32
Xyloza 1,71 1,77 1,61

Chét chiét FE-L-APO duoc tach tiép thanh cac phan doan Allophycoxyanin (APC),
C-phycoxyanin (C-PC), FE-L-APO(H), va FE-L-APO (T). Céac phan doan APC va CPC
1a cac phan doan protein thu dugc bang cach cho chét chiét FE-L-APO tién hanh tach tiép
bang cdt DEAE va HA. Cac phan doan FE-L-APO(H) va FE-L-APO(T) 1a cac phan doan
polysacarit. Chit chiét FE-L-APO(H) duoc didu ché bang cach chiét bang nudc néng FE-
L-APO dé lam bién tinh phan protein va tach phan doan protein bang cach ly tam.
Chét chiét FE-L-APO(T) dwoc diéu ché bing cach lam bién tinh thanh phan
protein cuia chit chiét FE-L-APO bang axit tricloaxetic, va sau d6 lam két tha va tach phan

doan protein bang cach ly tm.
Vi du 1: Diéu ché va phan tich thanh phan ctia cic chét chiét AM bang nu6c néng

Sinh khéi 4. maxima khd (10 g) duoc tao huyén phil trong nuée cét hai 1an (100 ml)
bang cach khudy manh. Thé huyén phil nay duoc lam néng dén nhiét do khoang 80°C dén
120°C trong it nhat 1a 1 gid, nhor d6 thu dugc chét chiét thd. Chét chiét thd duoc ly tam &
tbc d6 3500 vong/phit trong thoi gian khoang 20 dén 30 phut, va dich ndi thu duoc duge
thu gom 1a chét chiét AM bang nuréc néng (chat chiét SH). Chét chiét SH chira nu6c dugce
lam dong kho dé thu dugc bot SH dé phan tich tiép.

Dé tach theo kich thude phéan tir, bot SH dugc hoa tan trong nudc cét hai 1an véi
luong gép tir 10 dén 50 14n va sau d6 dugc loc bang don vi loc ly tim Amicon Ultra-15

bang cach str dung mang Ultracel-100 (MWCO: 100 KD). Phan doan khong qua mang (ttrc
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1a, phan bi giit lai & phia mAu) dugc thu gom lam chét chiét AM phén tir luong 16n

(chét chiét SH1), ma dugc lam dong kho dé thu duge bot SHI dé sir dung sau do.

Dé tach theo dién tich, gel DEAE (Sepharose™ Fast Flow) dugc sir dung cho phuong
phép sic ky trao d6i ion. Tém lai, bot SHI dugc hoa tan trong nude c4t hai 14n v6i d6 pha
loang it nhét 12 50 14n, va do man duogc diéu chinh dén khoang 0,8~1,0% béng cach bd
sung 0,4~0,5 g NaCl vao 50 mL chét pha lodng. Sau d6 chét pha lodng dugc ly tAm & tbe
d6 8000 vong/phut trong 30 phut, va dich ndi duoc loc bang sang c6 kich thuée mit lu6i
1um d8 loai b6, nho d6 thu duge dung dich mau sén sang cho phwong phap sic ky. Cot
DEAE da chudn bi bang cach str dung 200 ml gel DEAE dAu tién duoc 1am c4n bang bang 5
dén 10 thé tich cot (CV) 1a nudc cat hai 1dn. Sau d6, dung dich mau (50 ml) dugc bom
1én cOt & luu lugng 4 ml/phut, va dong thoat ra ban dAu ha thip qua cot dugc thu gom.
Tiép theo, cOt dugc rira béng 500 mL nudc cét hai lan, va dong thoat ra chay qua cot dugc
thu thap la dong thoat ra thtr hai. Dong thoat ra ban du va dong thoat ra thir hai dugc két
hop dé tao ra chat chiét AM giau polysacarit tich dién dwong va/hodc trung tinh (chét chiét
SHD1). Sau khi rtra, c6t DEAE duoc rira giai bang 1 dén 3 CV NaCl 1M, va dich rira giai
duoc thu gom, nho d6 thu duge chat chiét AM giau polysacarit tich dién am (chét chiét
SHR1).

Céc chat chiét SHD1 va SHR1 chtra nuée sau d6 duge loc béng don vi loc ly tam
Amicon Ultra-15 biang céch sir dung mang Ultracel-100, twong (ng, @8 loai bo cac mudi
va céc tap chit khac tir d6. Cac phan khong qua mang sau d6 dugc lam dong kho dé thu

duge bot SHD1 va bot SHR1 dé phén tich thém.

Bot SH, bot SH1, bot SHDI, va bot SHR1 duge tién hanh mdt chudi céc phan tich
thanh phan, bao gém téng s6 duong (thir nghiém axit phenol-sulfric sit dung thanh phan
monosacarit cia chit chiét AM lam chuén), ham lugng duong axit (phuwong phap m-
hydroxydiphenyl sit dung axit glucuronic lam chuén), dudng khir oxy (x4c dinh bang thir
nghiém Metylpentoza sir dung rhamnoza lam chudn), axit nucleic (d6 hap thu ODae0),
protein tdng (thudc thir trong thir nghiém protein Bio-rad st dung BSA lam chuén); chat
béo thd (A.O.A.C- 960,39), nudc (duge xac dinh bang luong hao hut khi 1am kho), va tro
(duge xac dinh bang cach ddt ra tro & 600°C trong 7 gid), va két qua turong tng dugc trinh
bay trén bang 3.
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Bang 3: Phan tich thanh phan chat chiét AM (theo phén tram khéi luong, % khéi lwong)

SH SH1 SHD1

Puong c6 tinh axit 2,97 3,22 5,53
DPuong khtr oxy 8,53 10,73 27,03
Tong lugng duong 29,52 31,59 61,05
Axit nucleic 19,54 18,77 4,98
Protein (BIO-RAD) 5,88 6,29 1,93
Chat béo tho vét vét vét
Nuéde 5~7 5~7 5~7
Tro Khong c6 két  Khéng c6 két  Khong co két

qua thu qua thtr qua thir

nghiém nghiém nghiém

Ngoai ra, phuong phép sic ky loai trir theo kich thudc hiéu ning cao (high
performance size exclusion chromatography - HPSEC) dugc sir dung dé tach polysacarit
trong tdng thanh phan dudng, va sau d6 khéi luong phan tir ctia cac phan doan nay dugc
xac dinh béng cach phat hién chi s6 khuc xa (refractive index - RI). Noi ngén gon,
polysacarit dugc tach béng cach str dung c6t bao vé TSK PWH (7,5 mmx7,5 cm) dugc ndi
v6i cot TSK gel G4000PW (7,5 mmx30 cm) va cot TSK gel G3000PW (7,5 mmx*30 cm).
Céc cdt nay duoc rira giai ¢ luu lugng 1a 0,5 mL/phut béng NaNO3 0,3 N chira NaN30,02%
Fig. 2A, Fig. 2B, va Fig. 2C lan luot thé hién duong cong phan bd phéan tir lugng cua
polysacarit trong chat chiét SH, chét chiét SH1, va chét chiét SHD1, va cac két qua dinh

luong duge tom luoc trén bang 4 dén bang 6.

Bang 4: Sy phan bd phan tir lugng cua chét chiét SH

Dinh MW DPw Ty 18 phén tram dién tich dinh
(%)

A 1104367,8 6816,97 14,32

B 597417,5 3687,65 2,49

C 303789,7 1875,13 12,82

D 153091,2 944,90 2,85

E 13734,4 84,67 4,36

F 76833 47,32 4,16

G 3698,5 22,72 9,17
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H 2182,2
I 1376,5
J 684,3
K 398.8
L 185,0

13,3
8,39
4,11
2,35
1,09

6

8,47
23,11
8,60
7,37
2,29

Theo dit liéu dugc cung cp trén Fig. 2A va bang 4, khoang 2 phén 3 sb polysacarit
trong chit chiét SH dang bdt c6 phan tir lwong nhé hon 100 KD. Mat khdc, doi

v6i chét chiét SH1 dang bot thu duoc tir chét chiét AM phan tir lwgng 16n, polysacarit v6i

phén t luong 16n hon 100 KD chiém gin mot nira tong sé duong (xem Fig. 2B va bang 5).

Béang 5: Su phan bb phan tir lugng clia chét chiét SH1

Pinh MW DPw Ty 1é phan trim dién tich
dinh (%)
A 1099926,5 6789,56 18,63
B 573379,5 4156,55 5,90
C 316191,0 1951,69 18,67
D 153105,0 944,98 5,10
E 14066,1 86,72 0,59
F 7131,0 43,91 4,00
G 4106,7 25,24 5,56
H 2256,0 13,81 13,06
I 1282,0 7,80 16,15
J 670,3 4,03 6,95
K 398,8 2,35 3,52
L 183,5 1,33 1,86

Khi bt SH1 phan tir luong 16n duoc xtt 1y tiép bing phuong phap sédc ky trao doi ion,

phéan doan thu dugc voi polysacarit tich dién dwong va trung tinh chiém wu thé c6 nhidu

hon céc polysacarit phan tir lugng 16n. Dit liéu trén Fig. 2C va bang 6 thé hién rang hon

75% polysacarit trong chét chiét SHD1 dang bot c6 phan it lugng 16n hon 100 KD.

Bang 6: Sy phan bd phén tir lwgng ctia chét chiét SHD1
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Dinh MW DPw Ty 1é phéan trim ving dinh
(%)
A 1023005,0 6314,73 16,23
B 523071,5 3228,73 11,32
C 3931984 2427,04 18,04
D 206803,6 1276,45 14,66
E 143597,4 886,29 14,74
F 647828 399,78 10,56
G 20795,2 128,25 6,60
H 2946,0 18,07 4,64
I 787,0 4,75 321

Thanh phan monosacarit cuia chét chiét AM theo sang ché dugc phan tich bang cach
st dung phuong phap sc ky trao d6i ion hiéu ning cao v6i thiét bi phat hién ampe ké duge
tao xung (HPAEC-PAD), va két qua twong tmg duoc trinh bay trén bang 7 (dugc biéu dién
& dang gia tri trung binh + S.D. tir ba mé doc 14p).

Bang 7: Thanh phin monosacarit clia chit chiét AM (theo phén tram s6 mol, %emol)

Fuc Rha Ara Gal Gle Man Xyl  Glc A

SH 6,2+ 0,4 40,4+0,6 54+03 85+02 28,1+04 4,4+02 3,8:0,3 3,104

SHI  72+04 442+15 47+0,1 7,6£02 253+0,7 4,0+04 3,004 3,9+0,2

SHD1 8,3+0,5 59,1£2,7 44+04 72+0,6 12,1+1,1 1,1+2,0 12+0,7 6,6+1,1

* Fuc: fucoza, Rha: thamnoza, Ara: arabinoza, Gal: Galactoza, Glc: glucoza, Man: mannoza, va
Glc A: axit glucuronic.
* Gal A, axit galacturonic, khong phat hién duoc trong tat ca cdc mau

Dit liéu trén bang 7 chi ra ring monosacarit phong phu nhét trong ba chat chiét AM
dugce chiét bing nudc néng theo sang ché 1a rhamnoza, ma chiém khoang 40 dén 60 % mol
dua trén tong cac monosacarit. Ngugc lai, dit liéu trén bang 2 cho thdy rang trong chét chiét
duoc didu ché bang cach chiét bang nudc lanh, monosacarit phong phu nhét 1a mannoza
(khoang 46 dén 56 % mol), v6i thamnoza nhiéu thir hai (khoang 18 dén 27 % mol). Mt
khéc, mannoza chi chiém ty 1é nhé (it hon 5 % mol) trong chét chiét AM thu dugc theo

phuong phéap chiét bang nudc néng theo sang ché.

Chét chiét SHD1 dang b6t duge tiép tuc tién hanh phan tich lién két glycosyl. Vin
tit, sau trinh tu permetyl héa, thity phan, khi bang NaBDs, va axetyl hoa, lién két glycosyl
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dugc 1am sang to bang cach st dung phé GC-MS va chi s6 luu giit trén cdt HP5-MS ctia
san phém alditol axetat dugc O-metyl hoa tao thanh dugc ghi nhén. Cac két qué dugc tom

t4t trong bang 8.

Dit liéu trén bang 8 chi ra ring lién két glycosyl quan trong nhét 12 lién két 3-rhap
(32,59%), sau d6 1a 4-rhap (14,76%) va 2,3-rhap (6,12%). Cung v6i nhau, ba li€n két

glycosyl hang diu nay chiém nhiéu hon mot nira s lién két glycosyl.

Bang 8: Lién két glycosyl cia chét chiét SHD1

Lién két Ham luong dudng (%) Dién tich dinh (%)
Fucoza T-fucp 8,9 4,28
3-fucp 3,33
2,3-fucp 1,28
Rhamnoza 2-rhap 63,3 4,89
3-rthap 32,59
4-rhap 14,76
2,3-rhap 6,12
3,4-rhap 4,92
Arabinoza 3-arap 4,7 4,7
Galactoza T-galp 1,7 6,19
6-galp 0,87
2,6-galp 0,66
Glucoza T-glcp 13,0 1,06
2-glep 1,65
4-glep 1,97
6-glcp 5,36
4,6-glcp 2,92
Manoza 1,2
Xyloza 1,3

Bot SHDI lai duoc tién hanh phwong phap sic ky cot DEAE d tach tiép cac thanh
phan duya trén mat do dién tich ctia chiung. Céac két qua dugc cung cap trén cac sic ky do
Fig. 3A (tdng lwong dudng) va Fig. 3B (khdi lugng (%) véi SHD1, ham lugng cia axit
uronic v&i tdng luong dudng). Viée phan tich thanh phén ciia dong thodt ra va dich rira giai
tor phuong phap séc ky dugc thuc hién nhu da mo ta ¢ trén, va két qué dugc tom lugc trén

bang 9.

Bang 9: Phan tich thanh phan ctia cac phan doan DEAE trong chat chiét SHD1
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Phan doan W dén SHDI1 (%)  Axit uronic (%)
SHD1-dong thoét ra 22.8% Khong xac dinh
SHD1-dich rira giai 77.,2% 29,85

Vi du 3: Hoat tinh khang virut cia chét chiét AM dbi vé6i Enterovirut

Hiéu qua khang virut va hoat tinh gy doc véi té bao ctia chét chiét AM duoc 1an luogt
nghién ctru bing thir nghiém trung hoa va thir nghiém MTT. Cac két qua dugc bicu dién

duéi dang gia trj trung binh £ SD tir bén giéng, trir khi dugc quy dinh khéc.

Cac t& bao RD dugc nudi trong mdi truong Eagle duge cai bién cia Dulbecco
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (DMEM), duoc b sung huyét thanh thai bo (FBS)
10%. EV71/TWN/4643/1998 thu duoc tir Jen-Ren Wang, National Cheng Kung University
(Tainan, Taiwan); EV71/CA/BrCr/1970, ching gbc cia EV71 (s6 truy nhap ATCC: VR
784), thu dugc tt ATCC. EV71/TWN/1743/1998 va TWN/2231/1998.

Déi v6i thir nghiém trung hoa, viéc e ché tic dung gay bénh cho té bao gay ra boi
Enterovirut trén té bao RD dugc xéc dinh. Lp don té bao RD trén céc dia 96 giéng (6000
té bao/giéng) dwgc cho liy nhiém virut EV71 va dugc xtr ly bing cic ndng do
theo chudi cta chit chiét AM. D& bam dinh, céc té bao dugc i & 37°C trong 1 gid; sau khi
hép thu, cac dia té bao bi nhiém dugc phu 50 pl DMEM & 37°C trong 48 gid. Sau dé, cac
dia nay duogc ¢ dinh bang cach bd sung 100 pl formaldehyt 0,5% trong 1 gi® & nhiét do
trong phong. Sau d6, formaldehyt dugc loai bo va mAu duge nhudm bang 0,1% tim tinh
thé trong 15 phut & nhiét d trong phong. Cac dia dugce rira va 1am kho, va mat do té bao
trong mbi giéng duoc do & 570 nm. Nong d6 cin dé chét chiét AM lam giam téc dung gay
bénh cho té bao do virut 1 50% so véi d6i chimg am chi chtra virut dugc biéu dién duéi

dang 50% liéu hitu higu (ECso).

Déi voi thir nghiém MTT, té bao RD duogc cdy trong cac vi dia 96 giéng (30000 té
bao/giéng), va dugc nudi ciy trong thiét bi 0 dugc 1am 4m trong 24 gid. Moi truong
nudi cdy sau d6 duoc thay thé bang moi trudng chia chét chiét AM & cac nong do nam
trong khoang tir 0,048 dén 50 mg/ml. Nhém d6i ching 4m tinh dugc nudi ciy trong DMEM
ma khong chira chit chiét AM, va nhém trbng khong chura té bao ciing nhu mdi truong

nudi cay, cling dugc bao gom. Céc t€ bao dugc U trong 72 gio, sau d6 moi trudng nuodi cay
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duoc loai boé va 20 ul dung dich 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolibromua
(MTT) (1 mg/mL trong DMEM) duoc bd sung vao mdi giéng. Céc té bao dugc U trong 4
gid nita, va dung dich MTT sau d6 dugc loai bo. Tiép theo, 200 pl HCI 0,04N trong
isopropanol dugc bd sung vao mdi giéng dé hoa tan tinh thé formazan. Sau d6 cac dia dugc
doc trén may doc vi dia (BIOtAK, Bristol, UK) ¢ 570 nm (ODs70). CCoso, nbéng do dan
dén chét 50% sb t& bao so v6i ddi chimg khong duge xtt ly duge tinh theo phuong phép
Reed-Muench.

DPuoc tom tit trong bang 10 dudi day 1a céc gia tri ECso va CCso, cling nhu chi s6 chon
loc (SI), ty 1€ cia CCso v6i ECso, cua chit chiét AM theo sang ché va chat chiét duoc chiét

bang nude lanh.

Bang 10: Hoat tinh khang virut ctia chit chiét AM dbi véi EV71/TW/4643/1998

Cac mau ECso (ug/ml) CCso (ng/ml) SI

FE-L-APO 76 0 >25000 >329
SH 21+3 >25000 >1190
SH1 8+0 >25000 >3125
SHD1 3£0,15 >25000 >8333
SHR1 13+ 089 >25000 >1923

Dit liéu trén bang 10 chimg to rang chét chiét AM theo sang ché (vi du, cac chét chiét
SH, SH1, SHD1 va SHR1) da thé hién hiéu qua khang virut tt hon, nhu duoc chimg té
bing cac gia tri ECso thip hon dang ké, so véi chéit chiét FE-L-APO thong thuong.
Tham chiéu dén cac phép phan tich thanh phén duge trinh bay & trén trong vi du so sanh
va vi du 1, nguoi ta suy doan duoc rang hoat tinh khang virut cua chét chiét AM theo
sang ché phan 16n 14 do thanh phan polysacarit dugc chira trong d6. Viéc so sanh hoat tinh
khang virut giira cac chét chiét SH va SH1 ciing tiét 16 thém rang ham lugng polysacarit ¢6
phén tir lwgng cao (vi dy, 16n hon 100 KD) dudng nhu ¢6 hi¢u quéa hon trong viée e ché
su ldy nhiém virut. Ngoai ra, ham luong polysacarit trung tinh va tich dién duong
thdm chi con hitu hiéu hon vé mat gia tri ECso thép nhét cia né trong sb tit ca cac nhom

duogc thir nghiém.

Nén luu ¥ rang mac du gia tri ECso cua chét chiét SHR1 c6 cac polysacarit tich dién

am chiém wu thé 13 cao hon gid tri ECso cua chét chiét SH1 va chét chiét SHD1, nhung né
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thap hon gia tri ECso ctia chét chiét SH. Cac két qua nay mot 1an nita cho thiy riang cac
polysacarit ¢6 phan tir lwgng cao hon (vi du, 16n hon 100 KD) ¢6 hi¢u qué hon trong vi¢e
bao vé té bao chu chdng lai sy 1y nhiém EV. Mt khéc, cac két qua ciing chi ra rang phan
doan chira hau hét thanh phan phan tir lwgng nho (vi du, cdc phan tir c6 phéan tir lugng nho
hon 100 KD) da thé hin 1a khong ¢6 hoat tinh khéng virut d6i v6i EV71 (dit liéu khong

duge thé hién).

Hon thé nita, dit liéu trén bang 10 chi ra rang tat ca cac chit chiét AM theo sang ché co
tinh chon loc cao d6i v6i virut EV nhung khong chon loc cac té bao RD ¢6 chi s6 chon loc
16n hon 1000, d& xuét ring cac chat chiét AM nhur vay khong gdy doc tinh véi té bao & liu

hitu hiéu ctia ching.

Phéan doan SHD1-dong thoat ra va phan doan SHD1-dich rira giai dugc diéu ché &
trén cling dugc tién hanh thit nghiém trung hoa dé xac dinh hoat tinh khang virut cta ching.
Cac két qua tir thir nghiém giéng nhau dugc tém luge trén bang 11. Dt liéu trén bang 11
d2 xuét ring khi céc thanh phn trong chét chiét SHD1 dugc tach tiép dua trén mat do dién
tich bé mat bé mit cua chung, phan doan véi cac thanh ph?ln tich dién duong va trung
tinh chiém wu thé (SHD 1-dong thoét ra) ¢6 hiéu quéa hon trong viéc bao vé té bao chu chong
1ay nhiém EV hon 1a phan doan c6 cac thanh phan tich dién 4m (SHD1-dich rira giai). Mat
khac, do hau hét cac thanh phan trong SHD1-dich rira giai ¢6 phan tir lwvong 16n hon 100
KD (do phan doan nay thu dugc tir cac dich chiét SH1 va SHD1), nén gié tri ECso cta
SHD1-dich rira giai thap hon gié tri ECso ctia chat chiét SH.

Bang 11: Hoat tinh khéng virut ciia chit chiét AM chéng lai EV71/TW/4643/1998

Cac mau ECso 1 (ug/ml) ECso 2 (ug/ml) ECso (ug/ml)
SHD1 2,82 2,39 2,61 +0,30
SHD1-dong thoat ra 2,24 2,61 2,43 £0,26
SHD1-dich rtra giai 14,51 16,42 15,47 + 1,35

Céc triéu chimg 1am sang cta viéc 1dy nhiém enterovirut ¢ giai doan sém bao gdm
HFMD va viém hong mun nudc. Cac tri¢u chimg nay la phd bién véi bénh 1y nhiém gay
ra béi cac enterovirut khac. Vi thé, nguoi ta mong muén cung cép chit chiét AM khéng
virut hiéu qua khang enterovirut phd rong. Céac virut khac EV71/4643, cac tac gia

sang ché ciing dinh gid hiéu qud khang virut cla chit chiét SHDI1 trén
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EV71/CA/BrCr/1970 (Kiéu gen A), EV71/TWN/1743/1998 (Kiéu gen B),
EV71/TW/2231/1998 (Kiéu gen C), virut Coxsackie A6, Coxsackie A10, Coxsackie A16,
Coxsackie B3, virut cum, virut gy mun rdp (Herpes simplex virus) typ 1 va typ 2 (HSV-
1, HSV-2) bang phan @ng trung hoa, va cac két qua dugc tom tét trén bang 12 (dugc biéu
din bang gi4 tri trung binh + S.D. tir ba thir nghiém gidng nhau). C4c Coxsackievirut A6,
A10, A16, B3, HSV-1 va HSV-2 dugc phan 14p tir cac mau thir 1am sang trong phong thi
nghiém virut hoc 1dm sang cua bénh vién Chang Gung Memorial Hospital (Linkou,

Taiwan).

Bang 12. Hoat tinh khang virut cua chét chiét SHD1 chéng lai cic virut khac nhau

Virut ECso (ug/ml) CCso (ug/ml) SI
EV71/BrCr (kiéu gen A) 27 >25000 >925,9
EV71/1743 (kiéu gen B) 14 >25000 >1785,7
EV71/2231 (kiéu gen C) 13 >25000 >1923.0
EV71/4643 (kiéu gen C) 3+0,15 >25000 >8333
Coxsackie A6 >1000 >25000 Khong c6
Coxsavkie A10 5,72 +0,14 >25000 >4370
Coxsackie A16 1,31 £0,05 >25000 >19083
Coxsackie B3 667 +9 >25000 >37.4
Cam A/WSN/33 33377 >25000 >75
HSV-1 21,37+ 1,82 >25000 >1170
HSV-2 2,21 £0,04 >25000 >11312

Dit liéu trén bang 12 chi ra ring ngoai trir SHD1 theo sang ché thé hién hiéu qua
trc ché va tinh chon loc thoa dang da thé hién dbi véi cdc chung virut EV. Ngoai
ra, chét chiét SHD1 theo sang ché kha hitu hiéu trong viéc trc ché cac virut Coxsackie A10,
Coxsackie A16, HSV-1, va HSV-2. Nén luu y 1a cac gia tri ECso cua SHR1 chéng lai HSV-
1(86,58+11,91 pg/ml) va HSV-2 (10,03 + 0,54 pg/ml) cao hon céc gia tri ECso ciia SHD1,
dé xuét ring chét chiét SHD1 c6 hiéu qua hon trong viéc tc ché su lay nhiém virut HSV-
1 va HSV-2. Ngoai ra, gié tri ECso cua chét chiét SHD1 chéng lai virut Coxsackie B3
va cim A/WSN/33 ciing chip nhan dugc.
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Pé x4c dinh (cac) giai doan c6 thé cua vong doi virut dugc huéng dich
boi cac chat chiét AM theo sang ché, cac thir nghiém thoi gian bd sung va thoi gian loai bé

duoc thuc hién.

Déi vé6i thi nghiém thoi gian bd sung (xem, Fig. 4A), tai thoi diém -1, cc té bao RD
trong céc dia 6 giéng dugc tiép xuc voi virut EV71/TW/4643/1998 (ty 1& gdy nhiém
(multiplicity of infection - MOI) = 2) va dugc phép bam dinh trong mdt gio, va thoi diém
“0” dwoc chi dinh 12 thoi gian 14y nhidém. Cac té bao RD dugc xir Iy bang 6 pg/ml chét chiét
SHD1 ¢ cac khoang thoi gian dinh trudce. Dich ndi va cac vién duge thu hoach luc 8 gio
sau khi 1dy nhiém, va tai lvgng virut dugc xac dinh béng thir nghiém vét tan. Cac két qua,
nhu dugc tom luge trén Fig. 4B chi ra rang chat chiét SHD1 e ché mot cach déang ké qua
trinh sao chép ctia virut & giai doan sém clia qua trinh 1ay nhiém virut. Khi chét chiét SHD1
duge bd sung 2 gior (thoi diém -2) va 1 gio (thoi diém -1) trude khi lay nhi€m, chit chiét
SHD1 ¢6 thé 1am giam 89% va 90% tai lwgng virut so véi ddi chiing chra virut. Mt khéc,
d6i v6i chit chiét SHD1 dugc bd sung tai cac thoi diém 1ay nhiém (thoi diém 0) va 1, 3,
va 5 gio sau khi 14y nhidm, hiéu qué trc ché ctia mbi nhém chi 1an luot 12 24%, 13%, 11%,

va 18%.

D4i v6i thir nghiém thoi gian loai bo (xem Fig. 4C), 6 ng/ml SHD1 dugc bd sung
truée khi té bao bi nhidm. Sau d6 chit chiét AM duoc loai bd & cdc khoang thdi gian chi
dinh bang cach thay thé méi trudng nudi ciy bang méi truong E2 méi. Cac té bao duoc
thu hoach sau 8 gi¢ va tai lugng virut ciing dugc xac dinh béang thir nghiém vét tan. Céc
két qua duoc tém luge trén Fig. 4D. Theo Fig. 4D, khi chét chiét SHD1 dugc loai b tai
thoi diém -1 (vi dy, trude khi ¢6 sy bam dinh cia virut), tai lwgng virut 12 114% so véi
dbi chung chira virut. Mat khéc, khi chat chiét SHD1 duoc loai bé & cac thoi diém “0”,
“+17, “+3”, va “+5”, thi tai lwong virut chi 1an lugt 1a 20%, 20%, 20% va 16%.

Két hop lai voi nhau, cac két qua nay dé xuét ring chat chiét AM theo séng ché (vi
du, chit chiét SHD1) thé hién hiéu qua trc ché déng ké & giai doan sém trong qua trinh lay
nhiém EV.

Thr nghiém sau day dugc thuc hién dé lam sang t6 thém riang hiéu qua

{rc ché cua chat chiét AM theo sang ché 1a do viéc tac dong truc tiép dén virut EV (vi du,
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truc tiép loai trir virut) hay 13 tic dong dén qua trinh 1ay nhiém & giai doan sém (vi dy, can

thiép vao su twong tac gitta virut va té bao ch).

Trong pha ban dau, 1x10° P.F.U. EV71/TW/4643/1998 dugc tron véi
24pg/ml chét chiét SHDI1 hoic khong c6 chét chiét SHD1 trong ba gio & nhiét do trong
phong. Sau dé, trong pha thit hai, hdn hop duge pha lodng khoang 10000 14n trude khi thue

hién thir nghiém vét tan.

Két qua, nhu duge tém luoc trén Fig. 4E chi ra rang nhém duoc xir Iy bang SHDI,
tai lvong virut 1a 114% so v6i nhom dbi chimg khong dwge xi 1y bang chét chiét SHD1.
Nhu ¢6 thé danh gia duoc, trong nhém duge xu 1y bang SHD1, ddu tién virut duge xtr ly
bang chét chiét SHD1 & ndng do (24 pg/ml) cao hon gié trj ECso ctia chat chiét (~2-3 pg/ml),
va sau khi lam loang, néng dd cua chét chiét SHD1 thép hon gi4 tri ECs cuia nd. Vi thé, c6
thé 1a truomg hop chét chiét SHD1 da truc tiép tac dong 1én chinh virut BV, tai lugng virut
bi giam dang ké trong nhom xit Iy, do hiu hét virut s& bi mat hoat tinh 1ay nhiém khi xt ly
ban diu biang chét chiét SHD1 lidu lwong cao. Tuy nhién, két qua trong thir nghiém vét tan
lai dé xuét khac. Tai luong virut dang ké quan sat dugc trong nhém dugc diéu tri bang

SHDI1 chi ra rang chét chiét SHD1 khéng tic dong 1én chinh virut EV.

Danh gi4 tir kha nang tao vét tan trong nhém dugc diéu tri bang SHD1 sau khi lam
lodng va xem xét két qua tir cac thir nghiém thoi gian bd sung va thoi gian loai bd, nhiéu
kha ning 1a chit chiét AM theo sang ché c6 thé can thiép vao giai doan sém clia qua trinh

lay nhi®m virut, nhu budc gin hodc bam dinh.
Vi du 4: Hiéu qua tri liéu cia SHD1 trén chudt nhat ICR bi nhiém EV71/MP4

Vao ngay 0, chu¢t ICR 10 ngay tudi duoc chung EV71/MP4 (3,0 x 10® PFU/chuft)
qua duong trong mang bung. Mot gio sau khi ching, chudt duoc dung chét chiét SHD1
véi lugng 0,375, 0,75, 1,5, hodac 3 mg/kg/ngay bang cach tiém trong mang bung hodc
ding chét chiét SHD1 qua dudng miéng v6i lugng 1, 5, hodc 0 mg/kg/ngay mot 14n hang
ngay trong 10 ngay lién tiép. Cac diém 1am sang va ty 1& séng sot dugc theo ddi trong 15
ngay (tir ngdy 0 dén ngay 14); cac két qua duogc tom luge trén Fig. SA (d6i v6i truomg hop
tiém trong mang bung chét chiét SHD1) va Fig. 5B (d6i v6i truong hop ding qua dudng
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miéng chit chiét SHD1). Cac diém 14m sang bang “0” nghia 1a khoe manh, “1” nghia 1a

yéu, “2” nghia 1a liét mot chan, “3” nghia 12 1iét hai chén, va “4” nghia la chét.

Dit liéu trén Fig. 5A chimg té rang chudt nhit duoc didu tri bang chat chiét SHD1
vé6i luong 1,5 hodc 3 mg/kg/ngay thé hién diém 1am sang tot hon, so véi chuot dbi chung
duoc diéu tri béng chét dan thudc. Mat khac, d6i voi nhom dung qua duong miéng, chudt
nhét duoc nhan chit chiét SHD1 v6i lugng 5 mg/kg di thé hién 1a it cai thién so v6i chudt
nhét dugc didu tri bing chat din thudc, trong khi d6 sy céi thién dang ké quan sat dugc
& chuot nhit duoc didu tri bang chat chiét SHD1 v6i lugng 50 mg/kg. Ngoai ra, khong
thdy c6 su dép tmg phu thudc lidu lvgng mot cach déng ké lién quan dén hiéu qua tri liéu

d6i v6i liéu lugng dugc thir nghiém.
Vi du 5: Hoat tinh khang virut ctia chat chiét AM chéng lai virut hop bao hd hép

Hoat tinh khang virut (ECso) cua chét chiét AM theo sang ché chéng lai virut RSV
dugc nghién ctru bang cach sir dung thir nghiém lam giam tac dung gdy bénh cho té bao
(CPE) ban d4u bang cach st dung té bao MA-104 lam té bao chi. CCsy duge xdc dinh
bang cach sir dung thit nghiém ddc tinh in vitro trén co s¢ d6 trung tinh (Nr).

Dit liéu duoc tom tit trén bang 13 chi ra ring chit chiét SH1 theo sang ché co tac dung

bao vé nhiéu hon 3,55 1an d6i véi hoat tinh 1ay nhiém RSV.

Bang 13: Hoat tinh khéng virut cua chét chiét AM dbi véi RSV

Cac mau ECso (ug/ml) CCso (ng/ml) SI
FE-L-APO 611+8 >10000 >59
SH1 (SP-100KD) 211 >10000 >476
SHR1 325+10 >10000 >30
SHD1 91,5+5,5 10000 >109

Vi du 6: Hoat tinh khang virut cua chit chiét AM d6i véi virut Ebola

Hoat tinh khang virut Ebola (ECso) cua chit chiét AM theo sang ché duge xac dinh
bang cach sir dung thir nghiém gidm vét tan bang cach sir dung té bao Vero CCL81 lam té
bao chu; CCso dugce xac dinh béng cach st dung thir nghiém ddc tinh in vitro trén co s¢ do
trung tinh (Nr). Trong vi du nay, chét chiét FE-L-APO théng thuong va Favipiravir, chét

khang virut, dugc st dung lam dbi ching.
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Két qua, nhu duge tém lugce trén bang 14, tiét 16 rang chat chiét SH1 da wrc ché su lay
nhiém cua virut Ebola & gia tri ECso 1a 500 pg/ml, véi chi s6 chon loc 16n hon 20, va gia

tri ECso cia FE-L-APO trén virut Ebola 1a 270, v6i chi sb chon loc 16n hon 37.

Bang 14: Hoat tinh khang virut cua chét chiét AM dbi véi virut Ebola/Zaire

Cac mau ECso (ug/ml) CCso (ng/ml) SI

FE-L-APO 270 >10000 >37
SH1 (SP-100KD) 500 >10000 >20
Favipiravir (d6i chimg dwong) 96 UM >1000 uM >10

Pé chig to thém méi quan hé giita hoat tinh khang virut Ebola va céc thanh phan
trong phéan doan cua chét chiét AM, céc té bao CellTiter96 bi nhiém Ebola (MTS) dugc xtr
ly bang cac phan doan Allophycoxyanin (APC), C-phycoxyanin (C-PC), FE-L-APO(H),
va FE-L-APO (T) tir chat chiét FE-L-APO, va c4c phan doan SHD1 va SHR1 tir SH1 dugc
tién hanh thir nghiém gidm tai luong virut béng céach sir dung phan tmg chudi polymeraza

thoi gian thuc.

Dit liéu nhu dugc tom lugce trén bang 15 chira rang phan doan Allophycoxyanin hitu
hiéu nhét trong viéc trc ché su 1y nhiém Ebola trong s6 bbn phan doan FE-L-APO. Mat
khac, gia tri ECso cia SHD1 thép hon dang ké so véi gia tri ECso cuia SHR1. Ngoai ra, ca
hai phan doan SHR1 va SHD1 hitu hiéu hon trong viéc trc ché 1ay nhiém Ebola hon bbn
phéan doan FE-L-APO.

Dit lidu nay ciing thé hién rang cac chat chiét SHD1 va SHR1 dat dugc gia tri ECoo
(trong d6 qua trinh sao chép cua virut bi trc ché khoang 90%) 1an luot & 9,99 pg/ml va 30,4
ug/ml. Nguoc lai, gid tri ECoo cho tat ca cac phan doan FE-L-APO déu 16n hon 400 pg/ml.

Bang 15: Hoat tinh khang virut cta cac phan doan khac dbi voi virut Ebola/Zaire

Cac mau ECso (ug/ml) ECoo (ug/ml) CCso (ug/ml) SI Slgo"
Allophycoxyanin 1,77 >400 >400 >226 -
C-phycoxyanin 242 >400 >400 >2 --
FE-L-APO (H) 149 >400 >400 >3 --
FE-L-APO (T) >400 >400 >400 -- --
SHD1 1,35 9,99 >400 >296 >40
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SHR1 9,1 30,4 >400 >44 >13
E64D (déi ching duong) <1,26 uM 5,69 uM >400 uM >317  >70
*S190: chi s6 chon loc, ty 1& ctia CC50 va EC90.

Vi du 7: Hoat tinh khang virut ctia chat chiét AM déi véi virut gay dich tiéu chay cap & lon

Vi du nay nghién ctru hoat tinh trc ché ciia chét chiét AM ddi véi virut gy dich
tiéu chay cdp (PEDV). Trong vi du nay, dAu tién chét chiét AM duoc tron v6i virut. Cu thé,
DMEM (50 ul/giéng), 50 ul FE-L-APO (2 mg/ml) hodc SH (20 mg/ml), va 100 ul/giéng
dung dich virut PEDV chtra 1000 PFU, 100 PFU, hodc 10 PFU duoc tuan tu thém vao mdi
giéng trong dia 96 giéng. Déi voi dbi chimg dwong, 100 ul/giéng DMEM dugc tron véi
100 ul/giéng cac néng do virut khic nhau, trong khi d6 dbi v6i ddi chimg am, 200 ul
DMEM dugc st dung. Sau d6 dia nay dugc i & 37°C trong 60 phut. Sau do, hdn hop (200
ul) tir mdi giéng duge bd sung vao mbi giéng cua dia 96 giéng chira té bao Vero (1x10° té
bao/giéng) ma dugc u qua dém. Sau d6 dia nay dugc u ¢ 37°C trong 5 ngay. Tc dung gay
bénh cho té bao ban diu dugc xac dinh va céac két qua duoc tom luge trén bang 16.

Cac két qua (tir ba thir nghiém gidng nhau) cho thdy rang cac té bao nay khong thé
tic ché sy hinh thanh céc vét tan virut v6i sy c6 mét cua FE-L-APO ¢ 1000 PFU, 100PFU,
10 PFU virut. Mit khac, chit chiét SH 1am giam déng ké vét tan virut PEDV & té bao Vero
khoang 55-75%, so v6i ddi chiing duong.

Bang 16: Thir nghiém trc ché virut gy dich tiéu chay cap & lon

PFU
1000 100 10
1002 102 13
FE-L-APO 1010 104 12
1006 105 9
450 34 5
SH 467 25 3
462 30 4
1002 100 9
Mau d6i chting dwong 1005 103 12
998 102 11
Mau dbi chimg 4m 0 0 0
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Vi du 8: Hoat tinh khang virut cta chét chiét AM chéng lai virut gay hoi ching 161 loan
sinh san va ho hip & lon

Trong thir nghiém nay, hoat tinh e ché cua chét chiét AM theo sang ché ddi vai virut
gdy hoi chimg rdi loan sinh san va ho hap & lon (PRRSV) dugc nghién ctru. Trong vi du
nay, dau tién chét chiét AM dugc tron vé6i té bao chi. Ngén gon, t& bao Vero (1x10° té
bao/giéng) duoc nudi cy trong cac dia 96 giéng qua dém. Sau d6, 50 pl FE-L-APO (2
mg/ml) va SH (20 mg/ml) dugc bd sung vao mdi giéng, va dia nay dugc dé & 37°C trong
60 phut. Sau d6, dung dich virut PRRSV (100 pl/ giéng) chtra 1000 PFU, 100 PFU, hoic
10 PFU duogc bd sung vao mbi giéng. Bdi vai d6i chung duong, 100 pl/giéng DMEM dugc
tron voi 100 pl/giéng cac ndng d6 virut khac nhau, trong khi d6 d6i v6i dbi chitng am tinh,
200 ul DMEM dugc sir dung. Sau do, dia nay dugc u & 37°C trong 5 ngay va tac dung gy

bénh cho t& bao ban ddu duoc xac dinh hang ngay.

Céc két qua (tir ba thir nghiém gidng nhau), nhu dugc tém luge trén bang 17, chi ra
ring khi cac té bao bi nhiém bing 1000PFU PRRSV truéc khi bd
sung chét chiét, ca chit chiét FE-L-APO lan chét chiét SH déu khong trc ché hiéu qua su
lay nhi®m virut. Tuy nhién, dbi v6i cac t& bao bi nhiém béi 100 PFU PRRSV, chét chiét
SH theo sang ché da bao vé hon 90% té bao chii khong bi nhiém PRRSV.

Bang 17: Thir nghiém tic ché virut gy hoi chiing rdi loan sinh séan va ho hap & lon I

PFU

1000 100 10

1001 20 1

FE-L-APO 1020 18 2
1012 28 1

998 6 7

SH 995 5 6
1003 3 9
1003 105 10
Mau d6i ching duong 1005 102 12
1003 106 9

Mau d6i chimg 4m 0 0 0

Trong thir nghiém nay, dAu tién chat chiét AM duoc tron voi PRRSV. Ngén gon, dau
tién cht chiét AM dugc tron véi virut. Cu thé, DMEM (50 pl/giéng), 50 pl FE-L-APO (2
mg/ml) hodc SH (20 mg/ml), va 100 pl/giéng dung dich virut PRRSV chtra 1000 PFU, 100
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PFU, hodc 10 PFU dugc tudn tir thém vao mdi giéng trong dia 96 giéng. D6i v6i ddi ching
dwong, 100 ul/giéng DMEM duoc tron véi 100 pl/ giéng cac ndng do virut khic nhau, trong
khi d6 dbi v6i dbi chimg am, 200 pl DMEM duge st dung. Sau d6 dia nay duge u ¢ 37°C
trong 60 phut. Sau d6, hdn hop (200 pl) tir mdi giéng duge bd sung vao mdi giéng cua dia
96 giéng chua té bao Vero (1x10° té bao/giéng) ma duge 0 qua dém. Sau d6 dia nay dugc
u & 37°C trong 5 ngay. Tac dung gdy bénh cho té bao ban dau duogc xé4c dinh va cac két

qua dugc tom luge trén bang 18.

Cac két qua nay chimg to rang khi virut dugc xir Iy trudce bing chét chiét SH theo
sang ché, tic dung ldy nhiém virut gidm khoang 50%, thdm chi ngay cé khi cac té bao bi
nhidm véi ndng do cao virut PRRSV (vi du, 1000 PFU). Ngoai ra, khi t€ bao bi nhiém boi
ndng do thdp PRRSV (vi du, 100 hogc 10 PFU), su tic ché hoan toan dbi véi viéc 14y nhiém
PRRSYV dat dugc.

Bang 18: Thir nghiém trc ché virut gay hoi ching rdi loan sinh san va ho hap & lon II

PFU
1000 100 10
679 0 0
FE-L-APO 691 0 0
698 0 0
510 0 0
SH 520 0 0
493 0 0
1004 106 8
Mau d6i ching duong 1007 104 12
999 101 11
Mau d6i ching 4m 0 0 0

Vi du 9: Hoat tinh khang virut cta chat chiét AM sau khi xi ly bang cac enzym tiéu héa
Trong vi du nay, chit chiét AM theo sang ché dugc xir 1y bing enzym tiéu hoa, va gia
tri ECso dugc xac dinh dé chung to chét chiét AM c6 bi mat hoat tinh khang virut ctia n6
khi duoc tiéu thu qua duong miéng hay khong.
Bot SH dugce hoa tan trong nude cit hai 14n & nhiét do trong phong, va do pH dugc
didu chinh dén 6. a-amylaza (100 pl/1 g miu) dugc bd sung vao dung dich SH trong bé
nude 95°C (tde do lac: 40 vong/phut) trong 30 phut dé tiéu hoa (1-4)-a-D-glucan. Sau do

mau duge 1am mat xudng nhiét do trong phong va do pH dugce diéu chinh dén 7,5 bang cach
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b6 sung NaOH 6N. Proteaza (50 mg/1 g mau) dugc b sung vao mau & bon nuée 60°C (tbc
do lic: 40 vong/phut) trong 30 phut dé loai bé thanh phan protein. Miu lai dugc lam mat
xubng nhiét do trong phong va dé pH dugc didu chinh dén 4,5 bang cach b6 sung HCI 6N.
Amyloglucosidaza (300 pl/1 g miu) dugc b6 sung vao mau trong bdn nude 60°C (tbe dd
lic: 40 vong/phut) trong 30 phut dé tiéu hoa o-D-1,4 ~ 1,6 glucan c6 kha nang tiéu hoa. Pé
{rc ché hoat tinh enzym, mau dugc lam néng dén nhiét do 100°C trong 30 phut, va sau d6
duoc 1am mat xubng nhiét nhiét do trong phong. Mau nay duoc ly tdm & tbc do 3500
vong/phut trong 30 phut. Dich ndi duoc 1am két tua bang 4 thé tich ruou, va san pham két
tita dwgc thu gom lam miu SH-EA. Cac miu SH va SH-EA duoc tién hanh thir nghiém
trung hoa nhu duge mo ta & trén dé xac dinh kha nang trc ché tic dung giy bénh cho té bao

gay ra boi EV71/TW/4643/1998 trén té bao RD.

Dit liéu dugce tom luwoc trén bang 19 chi ra réng SH-EA (ttc 13, chét chiét SH dugc xir
Iy bang cac loai enzym tiéu héa khac nhau) c6 gia tri ECso thdp hon ciia chat chiét SH.
Céc dit liéu ndy goi y ring chét chiét SH theo sang ché c6 thé tao ra hoat tinh khang virut
mong mudn tham chi sau khi né dugc tiéu hoa. Vi thé, rat c6 kha nang 1a chét chiét AM,
khi duoc dung qua duong tiéu héa (vi du, dung qua duong mié€ng), co thé giit dugc hoat

tinh khang virut in vivo cua no.

Bang 19: Hoat tinh khang virut cua chét chiét AM sau khi xtr Iy bang cac enzym tiéu hoa

Cac mau ECso (ug/ml)
SH 14,25+ 0,35
SH-EA 10,62 + 0,24

Ngudi ta s& hiéu dugc rang phin mé ta vé cac phuong 4n trén day dugc néu chi nham
muc dich vi du va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé thuc hién cac cai
bién khac nhau. Phin mo ta, ph?m vi du va cac dit liéu trén cung cip su mo ta hoan chinh
vé céu tric va viéc str dung cdc phuong an duoc lay lam vi du ctia sang ché. Mic du cac
phuong 4n khac cua sang ché dugc mo ta trén day méi muc do cu thé nhét dinh, hoic
tham chiéu dén mot hodc nhidu phuong 4n riéng 1€, thi nguoi co hiéu biét trung binh trong
linh vue nay c6 thé thuc hién nhiéu bién d6i v6i phuong an duwge boc 10 ma khong nam

ngoai y tuong hodc pham vi cla sang ché.
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YEU CAU BAO HO
1. Chét chiét Arthrospira maxima (chét chiét AM), chira it nhit 30% (% khéi lugng) tong
s& duong trong chét chiét AM nay, it nhét 60% (% khdi luong) polysacarit tich dién dwong
va/hodc trung tinh dua trén téng sb duong trong chét chiét, va it nhat 30 % mol rhamnoza,

trong d6 lién két glycosyl chiém wu thé nhét 1a 3-rhap.

2. Chét chiét AM theo diém 1, trong d6 ham lugng cua tbng s6 dudng trong chét chiét AM
nay 1a tir 30 dén 75% (% khdi lugng).

3. Chét chiét AM theo diém 1, trong d6 chét chiét AM c6 ngudn gbdc tir phan doan phan tir
lugng 16n co thé thu dugc bing cach sir dung mang loc c6 ngudng phén tir lugng (MWCO)
1a 100 KD.

4. Chét chiét AM theo diém 1, trong d6 ham lugng ctia polysacarit tich dién duong va/hodc

trung tinh dwa trén tong s& dudng trong chat chiét 1a tir 60 dén 100% (% khéi luong).

5. Chét chiét AM theo diém 1, trong d6 chét chiét AM nay c6 ngudn gbc tir phan doan phan
ti lwong 16n co thé thu dwoc bang cach st dung mang loc c6 ngudng phan tir luong
(MWCO) 1a 100 KD, va chira it nhat 60% (% khéi luong) polysacarit tich dién duong

va/hodc trung tinh dua trén tong sé dudng trong chét chiét.

6. Ché pham dinh dudng, chita t4 duoc chép nhan dugc vé mat dinh dudng va chét chiét

AM theo diém 1.

7. Dugc phim dé diéu tri sw 1ay nhiém virut gdy ra boi virut duong rudt (Enterovirus - EV),
virut hop bao ho hép (respiratory syncytial virus - RSV), virut herpes ¢ nguoi (Human
Herpesvirus - HHV), virut Ebola, virut gy dich tiéu chay cap & lon (porcine epidemic
diarrhea virus - PEDV), hodc virut gay hoi chimg rdi loan sinh san va ho hap & lon (porcine
reproductive and respiratory syndrome virus - PRRSV), hoéc rdi loan do 1ay nhiém virut

trong d6 dwoc pham nay chira chét chiét AM theo diém 1 va ta dugc duge dung.
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