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(57) Sang ché dé& cap den phuong phap bat hoat virut két hop véi tinh sach dich nudi chira

protein quan tim bao gdm céc budc: cho dich nudi c6 chira protein quan tam tiép xtc voi

cac hat hodc moi truong tich dién am, diéu hoa cac hat hodc mdi truong sao cho pH co tinh

axit, nhd d6, bat hoat virut c6 mit trong dich nuéi va rira giai protein quan tam.
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Linh vue k§ thuat dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép va kit dé két hop bit giti/tinh sach va bat hoat

virut ctia dich nuoi chtra protein quan tam.
Tinh trang ky thuit ctia sang cheé

Vi s luong Gmg vién tri lidu protein ngay cang ting, dic biét la khéng thé don
dong (mAb) bude vao cac giai doan phat trién khéc nhau, céc cong ty duge pham sinh
hoc dang ngay cang tim kiém cac giai phép sang tao dé giai quyét con duong nay. Dé
pht trién quy trinh san xuét khang thé, duy tri cdc déc tinh chit lugng mong mudn trong
khi giam thoi gian dua ra thi truong, duy tri hiéu qua chi phi va cung cAp su linh hoat
trong san xudt 1a nhitng van dé chinh trong viéc canh tranh trén thi trudng ngay nay. Vi
- céc liéu phap khang thé ¢6 thé can céc lidu 1on trong thoi gian dai, duoc phai dugc san
xudt v6i s6 lugng 16n véi chi phi va thoi gian hidu qua dé dap g cac yéu cau 1am sang
va m& dudong cho thuong mai hoa. Day ciing 1a truong hop ddi véi cac protein tri liéu
tai to hop khac bao gdbm nhung khong gi6i han & protein dung hop, enzym tri liéu va

manh khang thé.

Thong thudng, protein dugce san xuat bang cach nuodi cdy té bao, s dung cac
dong té bao, dong té bao vi khuan hodc virut dugc thiét ké dé tao ra protein quan tim.
Céc dong té bao duoc nudi dudng bang mdi truong phat trién phirc hop bao gom dudng,
cac axit amin, va cdc yéu t6 tang truéng. Dé st dung nhu 1a lidu phap diéu tri cho con
nguoi, mot lugng hodc mau dich nuéi (vi du, san phém nudi céy té bao thu duoc chua
duoc lam sach), bao g&n cac phan tu dich hodc protein dich duogc biéu hién bai té bao
nudi cdy, phai dugc xir ly dé (i) bat hoat mot s6 loai virut ¢6 kha nang xuét hién va (ii)
tinh sach va tach protein mong mudn tir hdn hop cic hop chat duge nuoi té bao va tir
cac san phém phu cta chinh céac té bao nay. Noi chung, (i) va (ii) la nhiing budc riéng
biét ctia qué trinh tinh sach protein mong muén. Trong hau hét céc quy trinh san xuét
hién dai, protein quan tam trudce tién duoc tinh sach va sau do duoc xtr ly riéng biét dé

bat hoat virut ¢6 kha nang dugc chtra trong dich nuoi.

Phuong phap nhu vay duoc biét dén tr WO 2009/058812 Al (D1) va Valdes et
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al., (2002) (D2). D1 md ta phuong phép tinh sach khang thé dua trén sic ky trao doi
cation. Dich nuoi khang thé duoc tinh sach thu duoc sau do co thé duoc xu 1y dé bét
hoat virut ¢ trong dich nudi. Tuong tw, D2 mo ta phuong phap tinh sach protein va bét
hoat virut dua trén qua trinh tinh sach ai luc cta khang thé dich trén cot sac ky 4i luc
protein A sau do la xir ly pH thép cua dich rtra giai dé bat hoat cac hat virut con lai. Mic
du thuc hién tinh sach protein va bét hoat virut trong céc buge riéng biét 1a cach lam
dugc chap nhan, nhung no ton nhiéu thoi gian va dan dén tang s luong thao tac va thoi
gian dé thuc hién chung.
Ban chét ky thuit ciia sing ché

Muc tiéu cta sang ché nay 1a mé ta phuong phap va kit khic phuc it nhat 1a mot
phan nhitng nhugc diém néu trén. Do do6, phuong phap va kit dé bat giti/tinh sach protein
két hop voi bt hoat virut dugc mo ta.

Theo khia canh tht nhat, phuong phap bt hoat virut két hop vai tinh sach dich
nudi chura protein quan tam theo diém 1 duoc mb ta.

Cu thé hon, phuong phap nay mo ta:
(a) cho dich nudi tiép xuc voi hat hodc moi truong tich dién am,
(b)  diéu hoa hat hodc moi truong sao cho pH cua ching ¢6 tinh axit trong thoi gian
dt sau khi tiép xtc dé lam bt hoat mot hodc nhiéu virut ¢6 trong dich nudi néu trén va
(¢c)  rua giai protein quan tam tu thiét bi phén tach da néu.

Theo phuong an, phuong phap dugc mo ta dé bat hoat virut két hop véi tinh sach
dich nudi chira protein quan tam bao gbm céc bude:
- diéu hoa dich nuodi dé co do dan du6i 15 mS/cm va pH nho nhit 1a 3,
- cho dich nudi tiép xuc voi hat hodc mai truong tich dién am,
- didu hoa céc hat hodc méi truong dé c¢6 do pH nho hon 4,5 va duy tri ¢6 pH nay
trong it nhat 1a § phit,
- diéu hoa céc hat hodc moi truong sao cho do din ctia n6 nho nhat 1a 5 mS/cm va
d6 pH nim trong khoang tir 5 dén § tir d6 rira giai protein quan tam.

Theo khia canh tht hai, kit bat hoat virut két hop voi tinh sach dich nudi c6 chtra

protein quan tam chura it nhét 1a hat hodc mdi truong tich dién am, cac dung dich phu
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hop dé diéu hoa céc hat hodc moi truong va/hodc dich nudi duoc mo ta va it nhat [a mot

tai liéu hudng dan cho nguoi su dung.

Phuong phap va kit hodc sang ché nay thé hién mot s6 uu diém trong d6 don gian
hoa qua trinh tinh sach protein bang cach hop nhét hai budc riéng biét thanh mot budce
va giam nguy co nhiém bén san phdm cudi, vi du nhu protein quan tam. Diéu nay dan
dén viéc giam thoi gian san xuét va chi phi do d6 lam gidm gi4 thanh cta san pham cudi.
Hon nita, phuong phap duoc boc 10 cung cép tiy chon xtr Iy xudi lién tuc san pham nudi
céy té bao thu duoc vi n6 khong thiét lap riéng biét cho viéc bét hoat virut. Cu thé 1,
phuong phap nay cung cép cac uu diém trong viéc x ly xudi san pham nudi ciy té bao
thu duoc trong d6 khong ap dung bude bét gitr ai luc va viée bét gitt phéan tir dich dugc
thuc hién bang sic ky trao d6i cation. So v6i cac phuong phéap lién quan dén cac bude
ai luc két hop véi rira giai pH thip va bét hoat virut hang loat - phuong phap dugc bdc
16 ¢6 thé lam giam ham luong chét két tu va thdm chi ngin nglra su két tu ctia cac phan
twr dich. Didu nay bat ngudn tir viée thue hién bude bét hoat virut trong khi phan tir quan
tam duoc lién két véi cac hat hodc moi truong phén tach trao do6i cation. Phuong phép
duoc bdc 16 lam ting dang ké nang suét tinh sach/bét hoat duoc két hop va chét luong

cta cac phan ti dugc tinh sach.
M6 ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién luu d6 bao gdm ba budce ctia phuong phap bét hoat virut két hop

v6i tinh sach dich nudi chira protein quan tdm theo phuong dn cua sang che.

Fig.2 thé hién luu d6 ctia phuong phap bét hoat virut két hop véi tinh sach dich

nudi chtra protein quan tdm theo phuong an cua sang ché.

Fig.3 thé hién két qua dién di SDS PAGE cta phan doan ria va phan doan protein

dich ma ca hai thu dugc theo phuong phap cua sang ché.

Fig.4 thé hién két qua dién di SDS PAGE cta céc phan doan ria va phéan doan

protein dich thu dugc theo phuong phap cua sang ché.
M6 ta chi tiét sang ché

Phuong phap va kit duoc boc 10 dé bat hoat virut két hop véi tinh sach dich nudi

chira cac protein quan tdm nhu khang thé, phéan tir co ngudn goc khang thé, protein dung
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hop, enzym, v.v.

Trur khi duoc dinh nghia khéc, tat ca cac thuat ngit duoc str dung & day, bao gbm
cac thuat ngit k§ thuét va khoa hoc c6 y nghia nhu dugc hiéu thong thuong béi nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc cia sang ché. Bang nhiing chi dan thém, cic dinh

nghia thuat ngit dugc dua vao dé hiéu rd hon ban chét cua sang cheé.
Nhu duoc st dung trong tai liéu nay, cac thuét ngir sau day duoc hiéu nhu sau:

Cac dang s6 it dugc st dung trong tai liéu nay nhu cdc dang s6 nhiéu trtr khi boi

canh thé hién ro rang theo cach khéac. Vi dy, "ngan" dung dé chi mot hodc nhiéu ngén.

T “khoang” nhu dugc st dung trong tai liéu nay dé cap dén gia tri co thé do
duoc, chéng han nhu tham s6, s& luong, thoi lugng tam thoi va tuong tu, c6 nghia la bao
odm su bién thién tir +/- 20% hogc nhé hon, t8t hon 1a +/~ 10% hodc nhé hon, tot hon
ntta 1a +/- 5% hodc nho hon, tham chi tdt hon 1a +/- 1% hodc nho hon, va t&t hon nira 1a
+/- 0,1% ho#c nhd hon va tir gia tri dugc chi dinh, cho dén murc nay su bién thién nhu
vay la phu hop dé thuc hién trong sang ché. Tuy nhién, can phai hiéu rang gia tri ma tir

b6 nghia "khoang" dé cap dén chinh no cling dugc boc 10 cu thé.

Tu "bao gém”, “gém co”, “g@)ln” nhu dugc st dung trong tai liéu nay la tir dong
nghia v4i "chaa" | “cd chua” va la bao ham hodc cac tu két thuc md chi dinh su XUdt
hién ctia nhitng tht theo sau, vi du la thanh phén va khong loai trir hodc loai trir su XUat
hién cua cac thanh phén, dau hiéu k¥ thuat, thanh ph?m, chi tiét, cac bude b6 sung, khong
duoc trich dan, duoc biét dén trong linh vuc ky thuét hodac dugc boc 10 trong tai licu
nay.

Céc khoang sb duoc néu bang diém cudi bao gdm tit ca céc s6 va phan s6 nam

trong trong khoang dé, cling nhu cac diém cudi dugc néu.

Su thé hién “% tinh theo trong luong” (phan tram trong lugng), & day va xuyén
sudt phan mo ta trir khi c6 dinh nghia khac, dung dé chi trong luong tuong ddi ctia thanh
phan tuong tng dya trén trong lugng tong thé cua ché pham. Su thé hién “1% trong
lugng/trong lugng™ ¢o6 thé hiéu 1a 1g thanh phan tuong Gng trén 100 g ché pham, su thé
hién “% trong luong/thé tich” c¢é thé hiéu la 1g thanh phan tuong tng trén 100 mL cla

ché pham, su thé hién “% thé tich/thé tich” c6 thé hiéu 1a 1 mL thanh phan tuong ting
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trén 100 mL ché pham.

Theo khia canh thu nhét, phuong phap bat hoat virut két hop véi tinh sach dich

nudi chtra protein quan tdm bao gdbm céc budec:
(a) cho dich nudi tiép xtc véi hat hodc mdi truong tich dién am,

(b)  diéu hoa hat hodc méi trudong sao cho pH clia ching ¢6 tinh axit trong thoi gian

du sau khi tiép xuc dé lam bat hoat mot hodc nhiéu virut c6 trong dich nuoi néu trén, va
(¢)  rlra giai protein quan tAm tur cac hat hodc moi truong da néu.

Céc thiét bi phén tach la cac thiét bi duoc str dung dé tach cac tap chit nhét dinh
khoi protein dich sau khi tim kiém. Thiét bi nay bao gdm cot hodc hop sdc ky véi cic
hat hodc moi truong dugc dong goi trong d6. Theo sang ché nay, viéc diéu hoa cac hat
hoac moi truong co thé xay ra trudc hoac sau khi cho dich nu6i tiép xuc voi cac hat hoac
moi truong phan tach dién tich &m dé. Phuong phap nay cho phép tinh sach protein quan
tam tur dich nuoi va déng thoi bat hoat cac hat virut ¢ thé co trong dich nuoi d6. Mot
mit, cac hat hodc moi truong phan tach lién két co chon loc véi protein quan tAm, cho
phép loai bo cac phan tir khong phai dich khoi dich nudi, do d6 dam bao ring, sau khi
rira giai tir thiét bi phan tach, thu duge protein quan tim c6 do tinh khiét cao. P9 tinh
khiét cao nay con tao diéu kién thuan loi cho qua trinh xtr 1y xudi dich rtra giai chira
protein quan tdm. Mat khac, viéc bt hoat céc hat virut c6 thé co trong dich nuoi thuong
rat can thiét cho viéc st dung protein quan tAm. Phuong phap nay cho phép tinh sach
protein quan tam va dong thoi lam bAt hoat c6 tinh axit cac hat virut ¢é thé lién két voi
cac hat hodc mdi truong phan tach ngoai protein quan tam. Piéu nay dan dén viéc ria
giai protein quan tdm ¢ trang thai tinh khiét, v6i ham luong tap chét giam va khong c6
cac hat virut hoat dong nhét dinh ma nhay cam voi sy bét hoat virut ¢é tinh axit ¢ thé
anh huong xdu dén viéc sir dung tiép theo cuia protein quan tdm. Do d6, thuc hién hai
budce xtr Iy nay nhu mot bude duy nhat cho phép hop 1y hoa hon nita quy trinh tinh sach,
khién no6 hoat dong hiéu qua hon va it tén thoi gian hon.

Protein quan tim c6 thé 1a khang thé, manh khang thé, dan xuat khang thé hoic
protein dung hop. Protein quan tdm cling c6 thé 1a bét ky protein tai t6 hop nao khic nhu

1a enzym, peptit hodc polypeptit hoac cac phan tir sinh hoc khac dugc biéu hién boi céc
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té bao.

Theo phuong éan, true budce (a) pH cta dich nudi da néu duoc diéu chinh sao
cho né nam dudi diém dang dién (pI) cua protein quan tdm. Theo phuong 4n khac hoac
phuong an tiép theo, dich nudi duogc diéu hoa theo do dan duogc uu tién. T6t hon 1a, do

dan da néu 16n nhat 12 25 mS/cm.

Can phai hiéu ré“mg diéu hoa do dan va/hoiac dd pH cia dich nuéi co thé dat duoc
bang bat ky phuong phap nao duoc biét dén boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat bao gém pha loang, trao dbi dém, chuin dd hoic bat ky su két hop nao cua
chung. Viéc diéu hoa do dan cua cac hat hodc mai truong va pH dat duoc b'img cach cho
chay qua cac hat hoac mdi truong da néu thé tich du cua dung dich c6 do dan va/hoic
pH dich. Su diéu hoa nham muc dich lam giam do dan cua dich nudi cé thé dat duoc
bing cach pha loang dich nu6i bang nudc siéu tinh khiét hodc dung dich dém ndng do
mudi thdp nhu natri axetat 20 mM pH 5,3. Su diéu hoa nham muc dich 1am ting do dan
ctia dich nudi c6 thé dat duoc bang cach chuin do dich nudi bang dung dich natri clorua
5 M cho dén khi dat dugc do dan mong mudn. Do pH cua dung dich co thé duoc ha
xuéng bang dung dich axit clohydric 0,2M dén 1,0M hoic axit axetic IM. D pH cua
dung dich c6 thé dugc tang 1én bang dung dich natri hydroxit 0,2M dén 1,0M hodc TRIS
bazo 2M pH 9,50.

Theo phuong an, dich nuoi dugc didu hoa trude budc (a) sao cho dd dan cua dich
nudi da néu nho nhat 1a 0,1 mS/cm, nho nhét 12 2 mS/cm, nho nhét 1a 3 mS/cm, nhé nhét
12 4 mS/cm, nhod nhit 14 5 mS/cm hoic bat ky gié tri trung gian nao. Do dan cua dich
nuoi 16n nht 1a 25 mS/cm, 16n nhét 1a 13 mS/cm, 16n nhét 1a 12 mS/cm, 16n nhat la 10
mS/cm, 16n nhit 1a 7 mS/cm, 16n nhat 12 6 mS/cm, 5,5 mS/cm hodc bét ky gid tri trung
gian nao. Dich ﬁu@i chura protein quan tam cling dugc diéu hoa truge bude (a) sao cho
do pH cua dich nudi thip hon diém dang dién (pI) ctia protein quan tdm. D pH cta dich
nuéi nhé nhat 1a 3, nho nhét 12 4, nho nhat 1a 4,5, nho nhét 14 5 va 1én nhat 1a 9, 16n nhat
la 8, 16n nhat 1a 7, 16n nhét 1a 6 hodc bt ky gia tri trung gian nao. Viéc diéu hoa dich
nudi trude bude (a) din dén dién tich bé mat duong tong s6 clia protein hoic phan tir
quan tam va/hodc do dan c6 loi cho su lién két cua phén tir da néu voi cac hat hodc mo1
truong, cu thé 1a cac hat hodc méi truong trao d6i cation. Viéc diéu hoa nay dam bao

bét gitt duoc dung protein quan tim va ting kha nang lién két dong cua cac hat hodc moi
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truong.
Theo phuong an tiép theo, phuwong phap nay bao gdm cac budc:

- diéu hoa dich nuéi sao cho do dan ctia né 16n nhat 1a 15 mS/cm va pH ctia né nho

nhét 14 3,

- cho dich nuoi tiép xtc v6i cac hat hodec moi truong phén tach tich dién am, tu do

lién két protein quan tdm voéi cac hat hodc moi truong phén tach,

- diéu hoa cac hat hoic moi truong phan tach sao cho pH ctia né ¢6 tinh axit [16n
nhét 1a 4,5] va duy tri do pH nay trong it nhat 1 phit, hogc it nhat 5 phut, do d6 lam bét

hoat virut,

- diéu hoa cac hat hodc moéi truong phan tach sao cho do dan cta n6 nhoé nhat 1a 5

mS/cm va do pH ctia n6 nam trong khoang tir 5 dén 8 tir d6 rira giai protein quan tam.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra rang cac dicu kién dugc d€ cdp ¢ trén dac
biét thuan loi mot mat 1a cho su lién két tot ctia protein quan tdm véi cac hat hodc moi

truong phan tach va mat khac la cho su bét hoat dong thoi cua virut.

D&i voi muc dich cta sang ché, dich nudi 1a bét ky nguyén liéu hodc dung dich
nao chura protein mong mudn. Tét hon 13, dich nudi 1a it nhat mot san phim nudi cay té
bao thu dugc c¢6 thé thu duge bang cach nudi cdy té bao trong it nhat mot binh nudi ciy
té bao nhu thiét bi phan Gng sinh hoc cho dén khi dat dén diém xac dinh trudc cta quy
trinh. Dich nudi 1a mau hoic mot lugng san phém nuoi céy té bao thu duoc. Dich nudi
hodc san phrflm nuoi céy té bao thu duoc duge tuy chon lam sach trude khi duge xtr ly

theo phuong phap dugce boc 10.

Theo phuong an thay thé, phuong phap nay con bao gdm budc lam sach dich
nudi trude bude (a). Trong do dich nudi 1a san phdm nudi cay té bao thu duoc, viéc lam
sach nay c6 thé dugc thuc hién khi san phdm nuoi cy té bao & bén trong va/hodc bén
ngoai binh nuéi cay té bao hodc thiét bi phan tng sinh hoc. Viéc lam sach ¢ thé dat
duoc bang bat ky phuong phap nao duoc biét dén boi nhitng ngudi ¢o hiéu biét trung

binh trong linh vuc k¥ thuét.

Trong truong hop khi dich nudi la san pham nudi cay t€ bao thu dugc dugc nudi
cay trong moi truong huyén phu, viée lam sach dich nudi chua dugc lam sach chira san

phdm nudi cay té bao bat ddu bang viéc xac dinh trong lugng té bao udt (WCW) ctia san
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pham nuoi cdy té bao sinh trudng trong dich huyén phi. WCW ¢6 thé dugc xac dinh
theo bét ky phuong phap nao duge biét dén boi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh
vue k§ thuat. WCW co thé duoc xac dinh nhu sau: dich nudi Céy té bao duogc léy ra khéi
thiét bi phan tng sinh hoc sau khi dat dén mat do té bao xac dinh trudc. Theo phuong
4n, it nhét 1a 3 loai dich nudi tr 15 dén 50 ml mdi loai duoc thu lai. Dich nudi duoc ly
tam ¢ 4000-5000 g trong vong 5 dén 10 phut dé cac té bao ling xudng. Dich ndi phia
trén thu duoc bi loai bd va WCW duoc tinh dya trén su chénh 1éch gifta trong Iugng cua
6ng ly tim rdng va trong lugng cia éng ly tdm chira cic té bao da ling xubng. Trung

binh cua ba phép do dugc tinh va ghi nhan la WCW tinh bang gam trén lit.

Viéc lam sach dich nudi chua dugc lam sach chtra san phém nuoi céy té bao bao
gbm viée bd sung vao san phim nudi cdy nay axit béo c6 7 dén 10 nguyén tir cacbon,
alantoin, it nhat mot hop chit duong dién, dét tao diatome (DE) hodc bét ky su két hop
nao cta chung. Cac hop chét nay c6 thé & dang long hodc ran va co thé duoc dua vao

dudi dang hon hop hodc tach biét véi nhau.

Tu 0,3% dén 0,6% thé tich/thé tich axit béo, 0,5% dén 3% trong lu’gng/thé tich
alantoin va 0,01% dén 1% trong hr(_)’ng/thé tich it nhét mot hop chét duong dién cé thé
duoc st dung dé 1am sach dich nudi. Trong phuong an khac hodc phuong an tiép theo,
tr 0,4% dén 0,5% trong lu'(_)'ng/thé tich axit béo, 1% dén 2% trong lu'c_)rng/thé tich alantoin
va 0,05% dén 0,1% trong lu’c_)'ng/thé tich it nht mot hop chét duong dién da néu duogc
st dung dé lam sach dich nudi. Trong luong phén tir clia chitosan co thé nam trong

khoang tir 30 kDa dén 1.000 kDa. Chitosan da néu c6 thé & muic do axetyl hoa bat ky.

Theo phuong an, hop chét duong dién 12 bat ky hat nao mang dién duong nhu la
polysacarit duong di¢n, polyme duong dién, chitosan, dan xuét chitosan, polyme tong
hop nhu la polydalyl dimetylamoni clorua (pDADMAC hodc polyDDA),
poly(alylamin) va polyetylenimin dugc benzyl hoa, cac hat ¢6 san trén thi truong nhu 1a
TREN (BioWorks, WorkBead TREN, cao) hodc cac chét hoat dong bé mat cation nhu

hexadexyltrimetylamoni bromua (con dugc goi la CTAB).

Theo phuong an khéc, cong thtc céu tao chung cua axit béo 1a CH3(CH,)sCOOH,
trong d6 n 1a s6 nguyén bao gOm tir 4 dén 12, hoidc bao gbém tir 5 dén 8. Axit béo c6 thé
la axit enanthic (axit heptanoic), axit caprylic (axit octanoic), axit pelargonic (axit

nonanoic), axit capric (axit decanoic), axit nonenoic hodc bat ky sy két hop nao cua
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chiing. Axit béo co thé duoc bo sung vao dudi dang mubi, ching han nhu mudi natri, vi
du natri capryit. Phin béo clia axit béo ¢6 thé bao gdm chudi cdc nguyén tr cacbon
"mach thang". Theo mot s6 phuong an, phan béo clia axit béo ¢6 thé bao gom chudi
phan nhanh, chang han nhu axit 2-etylhexanoic, chtra chudi 2 cacbon 6 vi tri s6 2 clia
chudi 6 cacbon chinh, tao ra tong s6 8 nguyén tir cacbon. Axit béo c6 thé bao gdm lién
két doi tai vi tri bAt ky trong chudi cacbon. Chudi axit béo co thé chira 6 hodic 7 hogc 8

hodc 9 nguyén ti cacbon.

Theo phuong an khac nira, axit béo, alantoin va it nhat mét hop chét duong dién
duoc duoce bo sung vao san pham nudi céy té bao bén trong thiét bi phan tmg sinh hoc
va duoc dé trong thiét bi phan Gng sinh hoc nay trong khoang tir 5 dén 360 phut, trong
khoang tir 15 dén 240 phut, trong khodng tir 60 dén 120 phut, trong khoang tir 30 dén
60 phut, hodc trong mot khoang thoi gian ¢ gilta chung. San phdm nuoi cay té bao duoc
khudy tron & khoang tir 60 dén 120 vong/phut & nhiét dd phong hodc cao hon nhiét do

phong 1én téi khoang 37°C.

Theo phuong an khac ntta, DE dugc b6 sung vao san pham nuodi cdy té bao sau
khi bd sung axit béo, alantoin va hop chét duong dién va khudy tron trong cac diéu kién
néu trén. Luong DE duoc bd sung vao nam trong khoang tur 20 dén 60%, tir 25 dén 45%,
hoic tir 30 dén 48%, tir 35 dén 45%, hodc khoang 40% WCE cua san phim nuoi cdy té
bao. DE ¢6 thé thudc nhiéu loai khac nhau ¢6 san trén thi truong. Vi du, dbi voi san
phém nuoi céy té bao CHO, ¢c6 thé su dung loai Celpure 300® hodc loai Celpure 1000®,

tuy thudc vao thiét bi phan ung sinh hoc.

Theo phuong an, DE ¢6 thé dugc bd sung vao sau 45 phut ké tir khi bd sung axit
béo, alantoin va hop chat duong dién. Sau khi bd sung DE, qué trinh khudy tron duoc
duy tri trong khoang tur 5 dén 60 phut, trong khoang tur 8 dén 40 phut, trong khoang tur
10 dén 30 phut, trong khoang tur 15 dén 20 phut. Qu4 trinh khudy tron duoc duy tri &
khoang tir 60 dén 180 vong/phut. San phdm nudi cdy té bao sau d6 duogc loc bang céch
su dung {t nhat mot thiét bi loc ma khong thé thAm duoc DE. Thiét bi loc da néu it nhét
¢6 thé thdm mot phan it nhét 1a mot s6 thanh phin ctia san pham nuoi cay té bao chua
lam sach, bao gé)m tap chit nho cua té bao chu, va thAm hoan toan cac protein hodc phan

tu quan tam.

Sau khi dua san pham nudi cy té bao vao thiét bi loc, DE tich lily &@ mdt bén ctia
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thiét bi loc va dan dan tich tu thanh ciu trac DE bao gém nhiéu kénh. Kich thudc hoic
duong kinh cta cac kénh nay dugc xac dinh boi kich thudc hat DE duoc bd sung vao
dung dich thu nhét. Kich thuéc hat DE c6 thé duoc chon theo kich thudc ctia phén tir
sinh hoc quan tdm va/hodc céac dic tinh chit cua san phém nudi céy té bao va/hoic cac
dic tinh cua cac té bao duge st dung dé biéu hién phan tir quan tdm (bao gdm loai té
bao (vi du té bao CHO) va mat do té bao cua san phém thu duoc can lam sach). Chu trac
DE hinh thanh déng vai tro nhu la cdng cu loc. Cac vat liéu 16n nhu té bao, manh vun
té bao va cac phan tr khong phai dich dugc gitr lai boi ciu tric DE, trong khi céc phan
tir sinh hoc dich, c6 kich thuéc nho, chay qua cac kénh cua ciu trac DE. Do d6 thu dugc
san pham nuoi cdy té bao duoc lam sach chira protein quan tam. Mot cach tuy chon, bo
phén loc sau duoc dét ¢ dudi cAu trac DE va thiét bi loc. Bo phén loc sau dugce chon sao
cho protein quan tdm di qua né ma git lai duoc cac chét nhiém hodc tap chat c6 thé co.
Piéu nay con lam gidm su ¢6 mit cla chét nhiém trong san pham nudi cy té bao dugc
lam sach. Lam sach dich nu6i hodc san pham nudi cy té bao bang cach st dung DE céi
thién kha nang loc cua té bao nuoi céy duoc xu l}'//két tu bﬁng cach loai bo it nhat mot

phan tap chit va phan tir khong phai dich khéc clia t€ bao khoi dich nudi.

Céc hat hodc moi truong tich dién am co thé 1a nhya trao ddi cation. Céc hat hodc
mdi truong da néu cé thé 1a mdi trudng hodc cc hat sdc ky trao dbi cation bat ky. Cac
hat hodc mdi truong da néu co thé duoc dong gbi trong cot hoac duge sir dung nhu la
mang c6 san trén thi truong. Hon nita, moi truong, cot hodc mang sdc ky da néu c6 thé
¢ ban chét da phuong thic véi cac dédc tinh trao dbi cation, vi du, trao ddi cation chiu
mubi, trao ddi cation véi céc géc ky nudc, v.v.. Cot da néu duogc chuén bi dé su dung
t6t nhat theo hudng dan ciia nha cung cap. Sau khi chuén bi, ¢ot da néu co thé duoc diéu
hoa dé co cac tham sb, nghia la do6 pH va do dan, bing nhau, twong tu hodc gan voi cac
tham s cta dich nudi ¢6 chtra phan tir dich. Mdi trudng sic ky ¢6 thé trao doi cation
goi la “manh” cling nhu trao ddi cation goi 1a “yéu”. Cac hat hodc mdi truong phén tach
cling ¢6 thé 1a mang phan téch chira cdc nhom chirc hay con goi la chét hap phu mang.
Tét hon 14, hat hodc mdi truong da néu duoc dong goi trong cdt hodc hop.

Dich nu6i dugce lam sach va duoc diéu hoa sau d6 duoc mang tiép xuc vo1 cac
hat hoac moi truong. Diéu nay co thé dat duoc bﬁng cach dua dich nuoi vao cot sdc ky
duoc dong goi véi cac hat hode moi truong hodc cho no tiép xuc véi cac hat hodac moi

truong. Su tiép xuc gita dich nuodi duge lam sach va cac hat hodc moi truong ¢ thé
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duoc thuc hién thu cong hodc tu dong bﬁng cach sur dung 611g va/hodc bom phu hop

va/hogc dung cu sac ky.

Vi cac phan ta khong phai dich c6 thé lien két voi cac hat hoic moi truong, it
nhat mot bude rira duge thue hién mot cach tiy chon. Budce rira ¢6 thé duoc thuc hién
trude va/hodc sau bude bat hoat virut ctia phuong phéap. Theo phuong dn tiép theo, cac

hat hodc mdi trudng phén tach duge rira bang cach:

- dua dung dich vao céc hat hodc moi truong dugce s dung dé can bang ching

va/hoac

- diéu hoa cic hat hodc mdi truong sao cho do dan cua no thép hon do dan rira
giai protein, tu 7 dén 15 mS/cm va/hodc diéu hoa pH ctia né dén do pH thip hon pH rtra
giai protein, tu 3 dén 8. Viéc rira nay sé& loai bé cac phan tr khong phai dich khoi cic
hat hodc moi truong phan tach trong khi gili lai protein quan tdm lién két voi cac hat
hodc moi truong phan tach da néu. Diéu nay lam ting do tinh khiét ctia protein quan tAm
s& duoc rua giai ¢ giai doan sau.

Theo phuong 4n, cac hat hodc mdi truong trong qua trinh bét hoat virut duoc diéu
hoa dé c6 do pH thip do do lam bat hoat virut c6 trong dich nudi. Ngoai ra, viéc giam
dod pH cua cac hat hoac mdi truong phén tach dan dén ting dién tich duong rong cua
protein quan tdm do thu dugc proton (H") tir mdi truong axit. Piéu nay dam bao do
thanh thai virut cia phan doan s€ dugc rira giai va bit giit/tinh sach bang sic ky tréi
nguoc voi cac phuong phéap da biét trong dé hai budc duoc thuc hién riéng biét. D pH
ctia cac hat/moi truong phan tach tdt hon 1a dugc ha thép béng cach su dung dung dich
dém pht hop. B pH da néu duoc ha thép sao cho nho nhét 12 2, nhé nhat 1a 2.5, nho
nhét 1a 3, nhé nhit 1a 3,4, nho nhét 12 3,6 hodc bét ky gia tri trung gian nao. Do pH da
néu 16n nhét 1a 4,5, 16n nhat 1a 4.3, 16n nht 1a 4, 16n nhét 12 3,9, 16n nhat 1a 3,8, 1én nhat
1a 3,7 hodc bat ky gia tri trung gian nao. Viéc giam d pH cua cac hat hoac moi trudong
phan tach dan dén viéc bat hoat virut co trong dich nuoi. b6 pH thép cua cac hat hoac
moi truong phan tich duoc duy tri trong it nhét 1 phat, it nhit 15 phut, it nhit 25 phut,
it nhat 35 phut, it nhat 45 phut, it nhit 60 phut hodc bt ky gid tri trung gian nao. Do pH
thip da néu duogc duy tri nhidu nhét 1a trong 4 gio, nhiéu nhit 1a trong 3 gio, nhiéu nhat
la trong 2 gio, nhiéu nhat la trong 1 gid hodc bét ky gia tri trung gian nao. Do pH thip

cla cac hat hodc méi truong phén tach cé thé dugc duy tri bang cach ding hoan toan
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hodc duy tri tbe do dong chay thap chay qua céc hat hodc méi trudng phan tach. Tbe do
dong chay c6 thé khac nhau tly thudc vao qué trinh nay va co thé nam trong khoang tir
0 dén 600 cm/giv. Téc do dong chay c6 thé 16n nhat 1a 600 cm/giv, 1on nhit la 500
cm/gio, 1on nhét 1a 400 cm/gid, 16n nhat 1a 300 cm/gid hodc bét ky gid tri trung gian
nio. Tée do dong chay da néu nho nhat 1a 50 cm/giv, nhé nhét 1a 100 cm/gid, nhd nhét
la 150 cm/gio, nho nhét 1a 200 cm/gio hodc bat ky gi tri trung gian nao. Tuy chon, it
nhét mot chét hd tro thanh thai virut duoc bd sung vao dung dich dém dugc sir dung
trong budc bat hoat virut. Nong do cta chat hd trg thanh thai virut la nam trong khoang
fr 0,01 dén 10% thé tich/thé tich, tir 1 dén 8% thé tich/thé tich, tir 3 dén 7% thé tich/thé
tich, khoang 5% thé tich/thé tich va tot hon 1a chit bét hoat virut 1a rugu isopropyl.
Ngoai ra, dung dich rta bét hoat virut ciing ¢6 thé chtra triton X-100 va tri-n-butyl

phosphat hodc bét Ky su két hop nao cta ching dé tao thudn loi cho viéc thanh thai virut.

Theo phuong an, sau khi bt hoat virut, d6 dan cua cac hat/mdi truong phén tach
dugc duy tri khong doi, tice 1a 16n nhét 12 7 mS/cm va nhé nhét 1a 0,1 mS/cm trong khi
pH ctia n6 dugc didu chinh dén do pH tur 3 dén 9, tir 6 dén 8, tir 5 dén 8. Viée diéu chinh
do pH dong vai tro (1) chuén bi cho qua trinh rita giai protein quan tdm trong khi duy tri
protein da néu lién két voi cac hat hodc mdi truong phan tach. That vay, rtra gidi trong
diéu kién pH trung tinh lam gidm déng ké nguy co két tu protein quan tdm c6 xu hudng
két tu trong diéu kién axit va (ii) dat duoc do tinh khiét cao hon cua protein khi céc tap
chét con lai trong c4c hat hodc moi trudng phén tach rira giai do su chuyén dich pH trong
khi protein quan tim van lién két v6i cac hat hodc moi truong phan tach. Didu nay lam

ting do tinh khiét cia protein quan tdm s€ duoc rua giai.

Sau do, cac hat hodc moi truong phan tach dugc diéu hoa sao cho do dan cta
chiing nhé nhét 1a 1 mS/cm, nhé nhat 1a 5 mS/cm, nhé nhat 1a 7 mS/cm, nhé nhét 1a 7.5
mS/cm., nho nhét 1a 8 mS/cm, tai nho nhét 12 9 mS/cm va nho nhit 1a 10 mS/cm. D6 dan
da néu 16n nhat 1a 50 mS/cm, 16n nhat 1a 20 mS/cm, 16n nhit 1a 14 mS/cm, 16n nhét 1a
13 mS/cm, 16n nhat 1a 12 mS/cm va 16n nhét 1a 11 mS/em. Diéu nay dan dén viéc rira
giai protein quan tdm ¢ trang thai tinh khiét va khong c6 hodc giam ham lugng tap chit

va/hodc chét két tu.

O khia canh tht hai, kit dé bat hoat virut két hop véi tinh sach dich nudi chira
protein quan tdm chura it nhat mot loai hat hodc moi trudng phén tach tich dién am, ma

duoc déng gdi trong cdt, cadc dung dich phu hop dé diéu hoa cac hat hodc moi truong
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va/hoic dich nuodi duge mo ta & trén va it nhat mot tai liéu huéng dan cho nguoi str dung.

Fig.1 va Fig.2 thé hién luu dd cua phuong phap theo céc phuong én ctia sang ché.
Luu do trong Fig.1 thé hién phac thao chung ctia phuong an. Theo budc a thu nhat,
protein quan tam co trong dich nuoi lién két v6i cac hat hodc moi trudng phan tach tich
dién am. Theo budc b, virut cé trong dich nudi bi bt hoat bé‘mg cach diéu hoa cac hat
hodc mdi truong sao cho dat duge do pH axit, didu nay ciing cho phép lién két protein
v6i cdc hat hodc moi truong phan tach. Cubi cung, protein quan tdm dugc ria giai trong

budc c).

Fig.2 minh hoa cac budc ctia phuong phap kha thi. Trong bude 1 tht nhat, dich
nudi chua duoc lam sach dugc cung cép, trong budc 2 s€ dugc lam sach tuy chon béng
cach loai bé cac hat vat chét. Trong bude 3 tiy chon, dich nudi duoc diéu hoa trude theo
d6 dan va/hoic pH dugc vu tién. Dich nudi sau d6 duoc tiép xtc voi cac hat/moi truong
phan tach thuong dugce dong goi trong cot hodc hop. Trong budce tiép theo (budc 6), cac
hat/moi truong phan tach dugc didu hoa dén a6 pH axit. DO pH nay s& cho phép su lién
két voi protein quan tdm nhung cling lam bét hoat bat ky virut nao c6 trong dich nudi.
Luu ¥ ring mot trong hai bude 2 va 6 ¢o thé duoc hoan thanh trude budc kia tuy thude
vao phuong an. Mot cach tuy chon, trong bude 5 va 7, ¢o thé thuc hién rua dé loai bd
cac phén tir khong phai dich. Trong budc & cudi cuing, protein s& dugc rira giai khoi cac

hat hoac moi truong, két qua thu dugc protein quan tdm duoc tinh sach.
Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: Tinh sach khéng thé don dong IgG1 va bét hoat virut ctia loai gam nham

tir dich nudi cdy té bao CHO.

Khang thé don dong IgG1 dugc tinh sach tir dich nudi ciy té bao CHO dua trén
phuong phap theo phuong 4n kha thi. Fig.2 minh hoa trinh tu céc bude trong qua trinh
tinh sach va bat hoat virut cia khang thé don dong IgG1. San phim nudi cay té bao CHO
thu dugc chua duoc lam sach (Fig.2 - budce 1) dugce xur ly bang axit caprylic (0,45% thé
tich/thé tich), alantoin (1% trong luong/thé tich), chitosan trong lugng phén tir cao
(0,08% trong luong/thé tich) va dét tao diatome phan 16p Celpure 300 © (38% trong
lugng/trong luong trong luong té bao udt) va duoc lam sach (Fig.2 - budc 2) bang cach

loc dich nudi co thé véi dat tao diatome ¢ pH 5,30. San pham nu6i cdy t€ bao biéu hién
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khang thé don dong IgG1 voi diém ding dién 1y thuyét 1a 8,61.

Sau khi lam sach o trén, san phém thu dugc duoc lam sach thém vai bd loc sdu
Sartoclear DL20. San phém thu duoc da lam sach dugc pha loang dén do dan 5 mS/cm
v6i nude siéu tinh khiét (Fig.2 - budce 3). Do pH cla san phim thu duoc da lam sach
duoc diéu chinh dén 5.3 bang axit axetic 1M (Fig.2 - budc 3). Moi trudng trao d6i cation
manh Toyopearl GigaCap S-650M, dugc dong go1 san trong cot sic ky c6 thé tich cot
(CV) 1a 5 ml, véi kich thuge ddy 1a 8 mm x 100 mm, dugc sir dung lam phuong tién bt

gifi/bat hoat virut va ap dung quy trinh sau:

- cot sic ky duoge khir trung bang natri hydroxit 0,5N trong 60 phut véi toc do dong
chay 1a 100 cm/gio va sau d6 dugc trung hoa bang HEPES 50 mM pH 7,0, 5 CV & toe
do 600 cm/gio;

- moi truong trao dbi cation duoc didu hoa bang natri axetat 50 mM, natri clorua
1M pH 5,30 déi voi 10 CV véi tde do dong chay 1a 600 cm/gio;

- mdi trudng trao doi cation dugc cén bang v6i natri axetat 50 mM, natri clorua c6
do dan 1a 5,0 mS/cm, pH 5,3 déi vai 10 CV véi toe do dong chay 1a 600 cm/gio;

- san phém thu dugc da lam sach chtra protein quan tam da dugc nap vao cot véi
tde do 600 cm/gio (Fig.2 - budc 4);

- mdi trudng trao ddi cation dugc rira (ra 1, Fig.2 - budce 5) bing dém can bang:
natri axetat 50 mM, natri clorua ¢ do dan 5,0 mS/cm dbi voi s CV véi toe do dong chay

600 cm/gio;

- viéc bét hoat virut da duoc thuc hién (rtra 2, Fig.2 - budGc 6) béng cach cho dung
dich natri axetat 50 mM, dung dich pH 3,70 qua mdi truong trao d6i cation véi toe do
100 cm/h trong 60 phut;

- moi truong trao doi cation duge rira (ria 3, Fig.2 - budce 7) bing dém can bang:
natri axetat 50 mM, natri clorua c6 do dan 5,0 mS/cm ddi véi 5 CV v6i tdc do dong chay

600 cm/gio;

- moi truong trao doi cation dugce rira (rira 4) bang natri axetat 50 mM, natri clorua,

d6 dan 11 mS/cm, pH 5,30 dbi voi 7 CV véi toe do dong chay 600 cm/gio;

- protein quan tdm dugc rua giai (Fig.2 - budc 8) bang natri axetat 50 mM, natri
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clorua, do dan 14,5 mS/cm, pH 5,30 & tdc do dong chay 150 cm/gio;

- moi truong trao ddi cation duoc tach béng natri axetat 50 mM, NaCl 1M pH 5,30
dbi véi 5 CV véi toe dd dong chay 600 cm/gid;

- moi trudong trao doi cation dugce khi trung bang NaOH 0,5N trong 60 phut voi
toc do dong chay 100 cm/gio va duge bao quan trong HEPES 50 mM, 20% thé tich/thé
tich etanol pH 7,0.

Protein quan tdm dugc rira giai va thu thap trong cdc phan doan khac nhau duoc
phan tich. Nong dd protein dich trong phan doan chay qua dugc theo doi bang thir
nghi¢m Fc-ELISA va két qua la Am tinh trong ting phan doan dugc thu thap cling nhu
trong phan gép chay qua. Phan doan rira va phan doan rira gidi dugc phén tich bang
SDS-PAGE (Fig.3) x4c nhan rang cic phan doan rtra (Ian 1 trong Fig.3) chtra chu yéu
1a tap chat LMW va ty 1é rat nho protein quan tdm. Phan doan rira giai (lan 2, Fig.3)
chira khang thé dich. Lan 3 cta Fig.3 thé hién bang va lan10 cta Fig.3 thé hién chi thi
trong luong phan to. Ham lugng cua protein té bao chu trong phan doan rira giai dugc
theo doi bang kit ELISA HCP ¢6 ban trén thi truong tir Cygnus Technologies, va nong

dd cac HCP trong phan doan rira giai dugc ude tinh la khoang 500 ppm.

Vi du 2: Tinh sach khang thé don dong IgG1 va bét hoat virut tir dich nuéi cay té
bao CHO.

Khang thé don dong IgG1 duoc tinh sach tir dich nudi ciy té bao CHO dua trén
phuong phap theo phuong an cua sang ché. Fig.2 minh hoa trinh tu cdc budc trong qua
trinh tinh sach va bat hoat virut cta khang thé don dong IgG1. San pham nuoi ciy té bao
CHO thu duoc chua dugc lam sach (Fig.2 - bude 1) dugce xur Iy bang axit caprylic (0,45%
thé tich/thé tich), alantoin (1% trong luong/thé tich), chitosan trong lugng phan tir cao
(0,08% trong lu’Q’ng/thé tich) va dat tao diatome loai Celpure 300 (38% trong
lugng/trong lugng cia trong luong té bao udt) va duoc lam sach (Fig.2 - budce 2) bang
cach loc thé dich nuéi bang dat tao diatome & pH 5,30. San pham nuoi cdy té bao biéu
hién khang thé don dong IgG1 ¢6 diém déng dién Iy thuyét 1a 8,61.

Sau khi lam sach & trén, san phém thu dugc duoc lam sach thém béng bd loc sau
Millipore BIHC. Dich nu6i da lam sach dugc pha lodng dén do dan 5 mS/cm bang nudc
siéu tinh khiét (Fig.2 - bude 3). Bo pH cua san phém thu duoc da lam sach duoc diéu

chinh dén 5,3 bang axit axetic IM (Fig.2 - budc 3). Mbi truong trao d6i cation Toyopearl
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GigaCap S-650M, dugc dong goi sin trong cot sic ky ¢6 thé tich ¢ot (CV) 5 ml, véi
kich thude day 1a 8 mm x 100 mm, dugc sir dung lam phuong tén bt gitt/bat hoat virut

va ap dung quy trinh sau:

- cot sic ky duogc khir tring bang natri hydroxit 0,5N trong 60 phut véi tdc dd dong
chay 13 100 cm/gidr va sau dé duge trung hoa bing HEPES 50 mM pH 7,0, 5 CV & toc
do 600 cm/gio;

- mdi truong trao doi cation duoc didu hoa bang natri axetat 30 mM, NaCl 1M pH

530 dbi voi 10 CV véi tde do dong chy 600 cm/gio;

- méi trudong trao doi cation dugc can bang véi natri axetat 30 mM, natri clorua c6

d6 dan 13 5,0 mS/cm, pH 5,30 di v6i 10 CV véi tée do dong chay 1a 600 cm/gio;

- san pham thu duge da lam sach chra protein quan tim dugc nap vao cot voi toc

do 600 cm/gio (Fig.2 - budce 4);

- mdi trudng trao doi cation duge rira (rwa 1, Fig.2 - bude 5) bang dém cén bing
natri axetat 30 mM, natri clorua véi do dan 5,0 mS/cm dbi voi 5 CV véi tde do dong

chay 600 cm/gi0;

- moi trudng trao doi cation duoc rira (rira 2, Fig.2 - budc 5) bang natri axetat 30
mM, natri clorua véi do dan 11 mS/cm, pH 5,3 dbi voi 7 CV vdi toe do dong chay théng

la 600 cm/gio;

- bat hoat virut dugc thuc hién (rtra 3, Fig.2 - budc 6) bang cach cho di qua natri
axetat 30 mM, natri clorua v6i do dan 5 mS/cm, pH 3,7 trong 45 phtt véi tde do dong
chay thing 1a 100 cm/gio;

- moi trudng trao doi cation dugc rira (rira 4, Fig.2 - bude 7) bang HEPES 30 mM,

natri clorua véi do dan 5 mS/cm, pH 7.2 dbi v6i 6 CV véi toe do dong chay 600 cm/gio;

- protein quan tim duoc rira giai (Fig.2 - bude 8) véi HEPES 20 mM, natri clorua,

d0 din 12 mS/cm, trong 4CV 6 toc do dong chay thang 14 150 cm/gio;

- mdi trudng trao ddi cation duge diéu hoa bang HEPES 20 mM, natri clorua 1M

pH 7.2 ddi v6i 5 CV véi te do dong chay thang 1a 600 cm/gid;

- moi trudng trao ddi cation duge khir tring bang natri hydroxit 0,5N trong 60 phut

véi toe do dong chay 100 cm/gid va duge bao quan trong HEPES 50 mM, 20% thé
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tich/thé tich etanol pH 7,0.

Protein quan tdm dugc rira giai va thu thap trong cdc phan doan khac nhau dugc
phan tich. Nong dd protein dich, tire 1a khang thé, trong phan doan chdy qua dugc theo
dai bang thtr nghiém Fc-ELISA va két qua 1a 4m tinh trong tung phan doan duoc thu
thap cling nhu trong phan gop chay qua. Phan doan rira va phén doan rira gidi dugc phan
tich bang SDS-PAGE (Fig.4) xdc nhén rang cic phan doan ria (lan 1 va 2 trong Fig.4)
chira cht yéu 1a tap chat LMW va ty 1é rit nho protein quan tAm. Phan doan rira giai (lan
3, Fig.4) chira khang thé dich. Lan 4 ciia Fig.4 thé hién bang va lan 10 cua Fig.4 thé hién
chi thi trong lugng phéan tu. Ham luong cua protein té bao chi trong phan doan rira giai
dugc gidm sat bing kit ELISA HCP ¢6 sin trén thi truong tir Cygnus, va nong do cac

HCP trong phén doan rua giai dugc ude tinh la khoang 500 ppm.

Sang ché khong bi han ché doi voi bat ky hinh thirc thuc hién nao duoc mo ta
truge day va mot so stra doi c6 thé duoc thém vao vi du dugc trinh bay ma khong can

danh gia lai cac diém yéu cau bao ho kem theo.
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YEU CAUBAO HQ
1. Phuong phap bét hoat virut két hop véi tinh sach dich nuéi chira protein quan

tdm bao gom céc budec:

(a)  diduhoa dich nudi sao cho do dAn ctia n6 16n nhat 1a 15 mS/cm va pH cta n6 nho
nhat 1a 3,

(b)  cho dich nudi tiép xuc voi cac hat hodc moi truong tich dién am,

(¢c)  diéu hoa cdc hat hodc moi truong sao cho pH ctia chung 16n nhét 1a 4,5 va duy tri

do pH nay trong it nhat 1 phut hogc 5 phit sau khi tiép xtic dé 1am bat hoat mot hodc

nhiéu virut ¢6 trong dich nudi néu trén,

(d) diéu hoa céc hat hodc mdi trudng sao cho dd dan cia chung nho nhét 1a 5 mS/cm

va pH cua no nim trong khodng tur 5 dén 8, va

(e)  rira giai protein quan tdm nay tlr cdc hat hodc moi truong da néu.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6, trude budce (b), pH cia dich nudi da néu

dugc diéu chinh sao cho né thip hon diém ding dién (pl) clia protein quan tm.

3. Phuong phéap theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong do cac hat hodc

moi truong trong budce (¢) dugc didu hoa trong it nhat 1 pht.

4. Phuong phap theo diém 1, trong do, trude bude (b), dich nudi duoc diéu hoa sao

cho dd dan cta dich nudi nay 16n nhét 14 25 mS/cm.

5. Phuong phép theo diém bat ky trong so cac diém néu trén, trong d6 bude dicu
hoa céc hat hodc mdi trudng da néu xay ra trude bude cho dich nudi tiép xuc v6i cac hat
hodc moi truong da néu.

0. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 buge rira giai

protein da néu xdy ra ¢ pH tu 3 dén 9 hodc tir 5 dén 8.

7. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 budc rira giai

protein da néu xay ra & do dan nho nhit 14 0,1 mS/cm.

8. Phuong phép theo diém bat ky trong s céc diém néu trén, trong d6 dich nudi
dugc diéu hoa trude bude cho dich nudi da néu tiép xuc v6i cc hat hoac méi truong da
néu sao cho do dan cua chiing nhé nhét 1a 0,1mS/cm va 16n nhét 1a 25 mS/cm, nho nhét
142 mS/cm va 16n nhit 1a 12 mS/cm, nhé nhét 1a 3 mS/cm va 16n nhét 12 10 mS/cm, nho

nhét 12 4 mS/cm va 16n nhat 1a 7 mS/cm, nhoé nhat 1a 5 mS/cm va 16n nhét 1a 6 mS/cm,
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va /hoéc

sa0 cho pH ctia né nho nht 1a 3 va 16n nht 1a 9, nhé nhat 1a 4,5 va 16n nhit 1a 7,

nhé nhat 1a 5 va lon nht 12 6.

9. Phuong phép bét hoat virut két hop véi tinh sach dich nudi chua protein quan

tdm bao gdm céac budec:

(a) cho dich nudi tiép xtc voi cac hat hodc moi truong tich dién am,
(b)  diéu hoa cac hat hodc mdi truong sao cho pH cua chiing co tinh axit trong thoi
gian du sau khi tiép xuc dé bat hoat mot hodc nhiéu virut ¢o6 trong dich nudi da néu, va

(c) rira giai protein quan tdm tir cac hat hodc moi truong da néu,

trong d6 cac hat hodc moi truong trong qua trinh bat hoat virut dugc diéu hoa sao
cho pH nhoé nhét 1a 2,5 va 16n nhét 14 4,3, nho nhat 1a 3 va 16n nhét 1a 4, nho nhat 1a 3,2
va lén nhéat 12 3,9, nhd nhét 1a 3,6 va lon nhét 1a 3.8, trong do t5t hon 1a pH trong qua
trinh bat hoat virut dugce duy tri trong it nhét [a 1 phut va nhiéu nhét 12 4 gid, hoic it

nhét 1a 45 phat va nhiéu nhét 1a 60 phut.

10.  Phuong phéap theo diém bt ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 cac hat hodc
mdi trudng trong qua trinh rira gidi dugc diéu hoa sao cho do dan cua ching nhé nhét 1a
1 mS/cm va 16n nhat 1a 50 mS/cm, nhé nhit 1a 5 mS/cm va lon nhét 12 20 mS/cm, nho
nhét 1a 7.5 mS/cm va 16n nhét 1a 15 mS/cm, tuy chon nho nhat 13 8 mS/cm va 16n nhét
l1a 13 mS/cm, tuy chon nfta la nho nhit 14 9 mS/cm va 16n nhit 12 12 mS/cm, nhé nhét

12 10 mS/cm va lén nhét 1a 11 mS/cm.

11.  Phuong phap theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong d6 dich nudi 1a

dich nu6i dugc lam sach.

12.  Phuong phép bat hoat virut két hop véi tinh sach dich nudi chira protein quan
tAm bao gdm cac budc:

(a) cho dich nuoi tiép xUc vdi cac hat hoac moi truong tich dién am,

(b)  diéu hoa cac hat hodc méi trudng sao cho pH cua ching c6 tinh axit trong thoi
gian du sau khi tiép xuc dé bt hoat mdt hodc nhiéu virut c6 trong dich nudi da néu, va

(c)  rira giai protein quan tdm da néu tir cac hat hodc moi truong da néu,

trong d6 qué trinh lam sach dich nudi da néu bao gom viéc thém vao dich nu6i

chua duoc lam sach it nhat 1a mot axit béo c6 7 dén 10 nguyén tir cacbon va/hodc
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alantoin; it nhat mot hop chat dwong dién t6t hon 1a duoc chon tir nhém bao gdm
polysacarit dién duong, polyme duong dién, chitosan, dan xuét chitosan, polyme tong

hop, polydialyl dimetylamoni clorua (p)DADMAC), chét hoat dong bé mit cation; va
dat tao diatome hodc su két hop bat ky cia ching.

13.  Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén con bao gdbm céc bude

trude vashodc sau budc bat hoat virut, la:

- didu hoa cac hat hodc méi truong sao cho do dan ctia n6 thap hon do dan rira
giai protein do d¢ loai bo cac phén tir khong phai dich ra khoi cac hat hodc moi truong

da néu, va/hoac
- diéu hoa pH.

14.  Phuong phép theo diém 1, trong dé budc tiép xtic bao gbm viéc dua dich nuoi

vao thiét bi phan tach cé cac hat va moi truong tich dién am.
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1/2

-
(a) Lién két protein quan tam véi
hat/ moi truong phan tach

A

(b) Bét hoat virut & pH axit

(c) Rira giai protein quan tdm

Fig. 1

1. Dich nubi chua lam sach

2. Dich nudi duoc lam sach

A\ 4

3. biéu hoa trude dich nudi
(d6 dan va/hodc pH)

\ 4

4. Lién két protein quan tim véi
hat/méi truong phan tach

v

5. Loai bo phén tir khong phai dich

\4

6. Bét hoat virut & pH axit

\4

7. Loai bo phan tir khong phai dich

A

8. Rua giai protein quan tam

Fig. 2

_22.



40216

Fig. 4
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