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Linh vwe ky thuat dwgc dé cap

Sang ché dé& cap dén phuong phép thu protein Bordetella Pertussis, bao gbém quy

trinh séc ky ai luc.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Ho ga 12 bénh ho hép cip tinh xay ra cha yéu & tré so sinh va duge dic trung boi
ho kéo dai trén 2 tudn. Bordetella Pertussis 12 loai ciu khuin Gram am, hiéu khi, c6
kich thuéc ngin, d3 duoc béo cdo 1a gdy bénh ho ga. Bordetella Pertussis st dung con
ngudi 1am vat chu duy nhét va iy tir ngudi sang ngudi chu yéu qua dudng ho hip.
Ngoai ra, Bordetella Pertussis séng trén niém mac cia dudng ho héap va gy bénh cho
co thé ngudi. Vao nhitng nam 1930, vacxin ho ga toan té bao di duoc phat trién va dugc
ching minh la ¢6 tdc dung du phong bénh ho ga. Ngoai ra, vacxin ho ga dugc sir dung
két hop v6i vacxin udn van va bach hiu bit hoat vao nhitng ndm 1940; tuy nhién, cac
tac dung phu (co giét, phu né, st va tac dﬁng tuong tr) clia vacxin ho ga toan té bao da

dugc béo cdo. Do dd, can phai phét trién vacxin ho ga cé tinh an toan.

Trong nhitng nam 1950, cac nghién ctru v& sinh bénh hoc cla Bordetella Pertussis
dd dugc thuc hién va cac thanh phin nhu doc té ho ga (pertussis toxin - PT), soi
ngung két héng cau (filamentous hemagglutinin - FHA), pertactin (PRN), va khuin
mao (fimbriae - FIM) da dugc bdo cdo 1a cac khang nguyén. Sau d6, su phét trién cia
vacxin ho ga v bao, bao gém budc phan tach va tinh ché cac prbtein nay da duoc thuc
hién. T nhitng ndm 1980, vacxin ho ga tinh ché d3 duoc phét trién va dugc tiém chung
lan ddu tién & Nhat Ban.

Muc dich clia viéc tinh ché vacxin ho ga 13 tao ra c4c san phdm giau protein dédc
higu nhu PT, FHA, va PRN va khong chira ndi doc t6. Theo truyén théng, cac khang
nguyén ndy dugc tinh ché ddng thoi bang cach 13p lai bude két tia amoni sulphat va ly
tAm gradien mat do. Tuy nhién, phuong phap niy c6 nhugc diém 1a tao ra nhidu tap chit

va khé kiém sodt qua trinh tinh sach. Mot phuong phap khac 1 tinh ché tung khéang
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nguyén bing céch s dung két hop cac phuong phép vat 1y va hoéa hoc. Cong bd don
yéu cau cip patent Han Quéc sb 2015-0124973 boc 16 ché phdm vacxin ho ga vé bao

chta PT, FHA, va FIM typ 2 va 3.

Phuong phap hién nay nhdm tinh ché PT va FHA, 13 nhiing protein chil yéu cua
Bordetella Pertussis, 1a phan tach PT va FHA c6 mit trong dich nudi cdy bang céch sir
dung quy trinh séc ky rdy phan tir (size exclusion chromatography - SEC), mét phuong
phap dugc st dung cho céc ché phim véc xin thong thuong. Tuy nhién, phuong phéap
nay rat khé mé rong quy mé va c6 hiéu suét xir ly thdp. Ngoai ra, trong phuong phép
san xudt vacxin ho ga bao gdm budc phdi hop ba hosc bén thanh phin, viée giam san
lugng ciia ngay ca mot thanh phan c6 thé din dén vén d@ kéo dai thoi gian san xuét ndi

chung cling nhur van d kinh té gay ra do s6 16 san xuét tang.

Bian chét k§ thuit cia sang ché
Vén dé k¥ thuét

Lién quan dén vin d& nay, trong khi nghién ctru nhim gidi quyét cac van dé nay
bang phuong phap SEC va tim ra mot phuong phap cé hidu qua cho phép san xuit PT
va FHA - cac protein tir Bordetella Pertussis, cac tac gia sang ché d3 phét hién ra ring
khi céc protein PT va FHA dugc phan tach bing quy trinh sic ky 4i luc bing cach si
dung nhua cé gin hop chét dic hiéu, khong nhimg thoi gian va chi phi can thiét cho
phuong phép nay gidgm dang ké, ma san luong ctia cac protein dich cling dugc gia tang.

Duya trén cac phat hién ndy, cic tac gia di tao ra sang ché.

Do d6, mdt myc dich cia sang ché 1a dé xudt quy trinh phén tach protein PT hoic
protein FHA, 12 céc protein tit Bordetella Pertussis, bang cach st dung cot 4i luc.

Muc dich nita ctia sang ché 1a d&& xuit quy trinh tinh ché protein PT hodc protein
FHA, 1a protein tir Bordetella Pertussis.
Giai quyét vin dé

Nhim dat dugc muc dich néu trén, sang ché @& xuét quy trinh phén tach protein
PT hogc protein FHA trong dich nudi ciy Bordetella Pertussis d3 dugc xir ly trude bang

quy trinh séc ky ai luc.
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Nham dat dugec muc dich néu trén, sang ché dé xuét quy trinh tinh ché protein PT,
bao gbdm budc loai bé ndi ddc t6 tir protein PT nay di duge phan tach ra trong quy trinh

sdc ky 4i luc bang quy trinh sic ky mang (membrane chromatography - MC).

Ngoai ra, sang ché con d& xuét quy trinh tinh ché protein FHA, bao gdm budc
loai bé bing ndi doc t6 tir protein FHA d3 duoc phén tach ra trong quy trinh sic ky ai
luc bang quy trinh sic ky mang.

Uu diém cua sang ché

Theo sang ché, cac protein PT va FHA ciia Bordetella Pertussis dugc phan tach
bing quy trinh tinh ché bing cach sir dung cot 4i luc duoc nhdi ddy nhua ¢b gin hop
chét dac hiéu, va do d6 hidu qua san xuét protein PT va FHA dugc gia ting. Trong
trudmg hop céc protein PT va FHA duoc phén tich bang quy trinh tinh ché nay, lwong
protein PT d4 gia ting dang ké so véi quy trinh phan tach sit dung quy trinh SEC. Quy
trinh phan tach protein PT hoic protein FHA bing cach st dung cot 4i luc 1am giam chi
phi nhura, thoi gian xtr 1y, st dung d8m va chi phi san xuét, va do d6 c6 thé dugc sir

- dung hiéu qua dé san xuét hang loat protein PT hodc protein FHA.
MO ta vin tit cic hinh vé kém theo
Fig.1 minh hoa luu db ciia quy trinh tdng thé dbi véi cac protein PT va FHA.

Fig.2a minh hoa sic ky d0 ctia quy trinh phén tach céc protein PT va FHA bing
cach str dung phuong phép rtra gidi gradien trong quy trinh cdt &i luc mau xanh.

Fig.2b minh hoa kha ning phén tach cic protein PT va FHA béang cach rira giai
gradien, nhu duoc thé hién trén SDS-PAGE.

Fig.3a minh hoa sic ky dd ciia quy trinh phén tach cic protein PT va FHA bang
cach rira giai theo bic (300mM, 400mM, 450mM, 500mM, v6i NaCl ndng d6 1M)
trong quy trinh ¢4t ai luc mau xanh.

Fig.3b minh hoa kha ning phén tach céc protein PT va FHA bing cach rira giai
theo bac (300mM, 400mM, 450mM, 500mM, véi NaCl n(‘“)ng dé 1M), nhu duoc thé
hién trén SDS-PAGE.
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Fig.4a minh hoa sic ky dd cta quy trinh phan tach cac protein PT va FHA bang

cach rira giai theo bac (300mM, 400mM, 850mM, v6i NaCl nong d6 1M) dé xtt Iy cot 4i
Iurc mau xanh.

Fig.4b minh hoa kha ning phan tach cic protein PT va FHA béng céach rira giai

theo bac (300mM, 400mM, 850mM, vé&i NaCl ndng d6 1M), nhu dugc thé hién trén
SDS- PAGE. :

Fig.5a minh hoa sic ky db ctia quy trinh phan tach nay bing cach st dung didu

kién téi vu dé phan tach cac protein PT va FHA d3 duogc dua vao bé’mg cach tao coOt ai

luc mau xanh cung vé6i thiét ké thir nghiém (design of experiments - DOE) trong bang 1.

Fig.5b minh hoa céc két qua thu dugc bang cach thuc hién quy trinh ndy trong

diéu kién téi wru dé phan tach céc protein PT va FHA, di duoc thiét 14p véi DOE trong
bang 1, nhu dugc thé hién trén SDS-PAGE.

MO ti chi tiét cac phwong 4n thwe hién sang ché

Theo mot khia canh, sang ché di dé xuit phuong phép tinh ché protein PT hodc
protein FHA, bao gdm budc phan tach, bang cach st dung quy trinh sic ky 4i luc, cac

protein PT va FHA trong dich nuéi ciy Bordetella Pertussis d3 dugc xit Iy trudc.

O day, quy trinh sic ky nay c¢6 thé bao gdm budc st dung nhua ¢ gén hop chét c6
cAu triic Cong thuc 1:

[Cong thuc 1]
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Hop chit ndy c6 thé 12 Cibacron Blue 3G-A (Sigma-Aldrich). Theo sang ché, quy
trinh cdt ai luc, trong d6 cdt nay dugc nhdi déy nhua duogc gén hop chét nay, con dugc

goi 12 "quy trinh cot 4i lwc mau xanh" hodc "quy trinh sic ky 4i luc xanh."

Theo mdt phuong 4n cta sang ché, thay vi dung quy trinh sic ky rdy phan tir (size
exclusioﬁ chromatography - SEC), day 1a phuong phap thuong duoc st dung dé phan
tach protein PT va protein FHA, di thuc hién quy trinh sic ky 4i luc bing cach sir dung
hop chét Cibacron Blue 3G-A 1am pha tinh d& phan tach cac protein PT va FHA c6 mit

trong dich nudi cdy.

Ngoai ra, quy trinh sdc ky 4i luc c6 thé dugc thuc hién bing cach rra giai theo bac
hodc rira giai gradien. Cu thé 13, c6 thé sir dung phuong phép rtra gidi gradien. Theo mot
phuong 4n cia sang ché, cac quy trinh phan tich cac protein PT va FHA da duogc thuc
hién bang cach rira giai theo bac va rira giai gradient nhim thiét 1ap phuong phép cé hiéu
quéa dé phan tach cac protein PT va FHA trong quy trinh séc ky 4i luc mau xanh. Két qua
14, trong trudng hop quy trinh ndy dugc thuc hién bing cach rira giai gradien, di x4c dinh

rang protein PT niy va protein FHA duoc phén tach tét trén SDS- PAGE.

0 day, thuét nglr "rira gidi gradien" dugc dung dé chi phuong phép thuc hién budc
rira giai trong ltc lién tuc thay dbi thanh phin pha dong. Ngoai ra, nhu duoc st dung &
day, thuit nglt “rua gidi theo timg bac" 1a phuong phdp thuc hién rira gidi thong qua
chuyén dbi khong lién tuc, dugc thuc hién sau khi kha nang rira gidi ting 1én, dat dugc

bang cach thay d6i ndng d6 hozc thanh phin ciia dung méi chay qua cot trong séc ky.

Dung dich dém rira gidi duoc ding trong phuong phép rira giai gradien cé thé 13
dung dich natri phosphat. Ngoai ra, dung dich dém rira giai nay c6 thé chira thém dung
dich NaCl, va quy trinh séc ky 4i luc xanh nay c6 thé nay dugc thuc hién bing cach thay
d6i ndng do dung dich NaCl.

Dung dich natri phosphat c¢é thé c¢6 ndng d6 nim trong khoang tir 10mM dén
500mM, tir 20mM dén 350mM, tir SOmM dén 200mM, hogc tir 100mM dén 150mM, va
cu thé 14 c6 nong d6 bang 100mM. Ngoai ra, dung dich natri phosphat chira dung dich
NaCl ¢6 d6 pH nam trong khoang tir 6,5 dén 8,5, 6,8 dén 8,2, 7,2 dén 7,8, hoic tir 7,4

dén 7,7, va cu thé 1a ¢6 d6 pH bang 7.6. Ngoai ra, dung dich dém rira giai ndy c6 thé 1a
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nim trong khoang tir 15CV dén 35 CV, tir 20CV dén 33 CV, hoic tir 23 CV dén 30 CV,
va cu thé 13 25 CV. Ngoai ra, trong quy trinh sic ky ndy, cac protein PT va FHA c6 thé

eqe .

OM dén 2 M, hodc tir OM dén 1 M.

Theo mdt phuong Vén clia sang ché, cac prbtein PT va FHA dich da dugc rtra giai
riéng & bang cach cho dung dich natri phosphat 100mM c6 d6 pH bang 7,6 chay qua
trong 25 CV, dong thoi tang dan ndng d6 NaCl d&én 1 M, trong d6 PT duoc rira giai

trudc va FHA duogc rira gidi sau.

Quy trinh tinh ché sir dung sic ky ai luc c6 thé 13 c6 thé trai qua quy trinh tién xur
Iy trude bude rira giai sit dung phuong phap rira gidi gradien. Quy trinh tién xir 1y nay
c6 thé duge thuc hién thong qua céc bude: i) rira, ii) can bang ¢t ndy bang cach dung
chét dém c4n bang, iii) hip phu dung dich chira protein dich 1én cot ndy, iv) tai can bing
cot ndy bing cach ding chit dém tai cin bing, va v) rira ¢t nay bang cach dung chit
dém rira.

Cot nay dugc nhdi dﬁy nhya c6 thé dugc rira b:"mg dung dich NaCl. Ngoai ra, chét
dém can bang, dém tai cén bing, hodc dém rira ndy c6 thé 1a dung dich natri phosphat.
Theo mo{t phuong 4n cia sang ché, cot nay dugc rua béng dung dich NaCl c¢é néng
do béng 3M, va cdt nay dugc cén bé‘mg va tai can béng béng cach dung dung dich natri
phosphat 1am chit dém can bing va chit dém tai can bing. Ngoai ra, cot ndy duoc rira

bang cach dung dung dich dém rira natri phosphat.

Ngoai ra, theo sang ché, “dich nubi céy vi khudn ho ga da dugc xu ly trude” cb thé
thu dugce bang cac bude sau: 1) ly tdm dich nudi cdy Bordetella Pertussis; 2) tinh ché
dich ndi thu duge bing quy trinh sic ky hydroxyapatit (hydroxyapatit - HA); va 3) tinh
ché dich nbi dd tinh ché bing quy trinh sic ky tuong tac ky nudc (hydrophobic
interaction chromatography - HIC).

Trude hét, thuc hién budc ly tAm dich nuéi ciy Bordetella Pertussis.

Theo séng ché, "Bordetella Pertussis", con duoc goi 1a Bordetella

parapertussis, 1a truc khudn Gram am c6 kich thuéc nhé nim trong khoang tu 0,3 dén
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1um. Trong sb cac protein chi yéu ctia Bordetella Pertussis, PT 14 chit viét tit cua doc
td ho ga (pertussis toxin). Protein PT ndy duoc tao ra boi Bordetella Pertussis va 13
chét doc, gay 1di loan chtic ning hoic c6 tac dung giy chét trong co thé séng hoic
trong t& bao. Ngoai ra, FHA 14 chit viét tit cta filamentous haemagglutinin adhesin, va
1a yéu t6 doc luc ctia Bordetella Pertussis giy bénh ho ga. Protein PT va protein FHA
14 c4c protein mang ngoai bam vio céc té bao biéu mo khi quan, thu dugc tir Bordetella

Pertussis, va la cac thanh phan quan trong cua vacxin ho ga.

Theo mét phuong 4n cia sang ché, ching Bordetella Pertussis dugc nudi cay
trong MSS (modified stainerscholte medium— MSS) & nhiét ¢ 35°C, va ly tdm dich
nudi cdy t& bao thu duge trong 2 gid & nhiét d6 phong. Sau do, dich néi nudi cdy

khong chtra té bao duge phén tach ra va duoc thu 14y tir do.

Tht hai, thyc hién buéc tinh ché dich ndi thu duogc béng quy trinh sic ky
hydroxyapatit.

Sau khi ly tAm, dung dich ly giai t& bao hodc dich nudi cy té bao, manh v& té bio
khong can thiét hodc thanh phan tuong tu duge loai bd bing cach st dung quy trinh séc
ky cot khac nhau hodc phuong phép tuong tu. Quy trinh sic ky cot nay co thé 1a sic ky
hydroxyapatit (hydroxyapatit - HA), séc ky trao ddi ion, sic ky tuong tic ky nudc, sic
ky loai trur kich thudc, s&c ky loc gel, HPLC, HPLC pha déo, sic ky ai luc (sa”'lc ky ai
luc xanh), hodc phuong phép tuong tu. Theo mot phuong 4n cua sang ché, quy trinh sic
ky hydroxyapatit duoc thuc hién nhu mot quy trinh tinh ché tht nhit dé xir 1y trude

d6i véi dich nudi cdy Bordetella Pertussis.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “séc ky hydroxyapatit" 13 sic ky cot sit dung
c4c hat tinh thé canxi phosphat lam chit hd trg cho quéd trinh phan tach. Cac ion
phosphat tich dién am va cac nguyén tur canxi tich dién duong dugc xép cach déu nhau
trén bé mat tinh thé nay. Cac protein ¢ bé mat phan tir thuc su ¢6 twong tac ion véi
c4c nguyén tir nay déu co thé duge hép phu vao nhua trong cdt ndy. Ngoai ra, protein da
duoc hap phu c6 thé duoc rira giai bang dung dich d&m phosphat hodc dung dich tuong
tu.

Theo mét phuong 4n cua sang ché, trong sic ky hydroxyapatit, cac protein PT va
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FHA dugc ria giai bing cach ding dung dich natri phosphat 1am chét d&m can bang,
dung dich dém rtra natri phosphat, va dung dich natri phosphat chira dung dich NaCl
1am chat dém rira giai.

Thi ba, c6 thé duge thuc hién bude tinh ché dich ndi d3 tinh ché béng quy trinh

sdc ky tuong tac ky nudc.

Theo mét phuong an cua sang ché, sic ky twong tac ky nudc dugc dung 1am quy

trinh tinh ché thit hai dé xir ly trude ddi voi dich nudi cdy Bordetella Pertussis.

Nhu duge st dung & ddy, thuit ngir “séc ky tuong tac ky nudce" dugc ding dé chi
quy trinh phan tach sir dung tuong tac ky nuéc gitta chét nén c6 nhém chire ky nude va
phan tir. Chat nén nay dugc phép c6 chirc ning ky nudc bang cach bién tinh agaroza wa
nude va bét hoat. Agaroza da bién tinh thu dugc bang cach cho alkylamin phan tng véi
agaroza hoat hoa CNBr. Ngoai ra, quy trinh sic ky tuong tic ky nuéc duge st dung
rOng rai dé phéan tach protein. Ngoai ra, trong quy trinh sic ky tuong tac ky nudc,
cudng do ion c6 thd dugc 1am giam hodc d6 pH c6 thé dugc 1am ting lén dé ria giai

protein.

Theo mdt phuong an cia sang ché, dung dich .chira cac protein PT va FHA da
duoc rira giai bang cach dung dung dich natri phosphat chita dung dich NaCl lam
chit dém can béng, dung dich dém rtra natri phosphat, va dung dich d¢ém rtra natri

phosphat giai trong quy trinh sic ky tuong tac ky nuéc.

Theo mot khia canh khac, sang ché @ xudt phuong phap tinh ché protein PT, bao
gbdm budc loai bo bang quy trinh sic ky mang (membrane chromatography - MC), noi

doc 6 tir protein PT d3 dugc phan tach trong quy trinh sic ky 4i luc.

PT va FHA 13 céc protein tir Bordetella Pertussis chita ndi doc td, loai doc té c6
mat bén trong t& bao vi khudn. Do d6, nhim tinh ché céc protein PT va FHA dé cac
protein nay dugc st dung lam vacxin, phai thuc hién phuong phap loai bo ndi doc to.

Buéc loai bo ndi doc td 6 thé duogc thuc hién b?mg quy trinh sdc ky 4i luc hodc séc

ky mang, va cu thé 13 dugc thuc hién bang quy trinh sdc ky mang.

Nhu duoc st dung & dy, thudt ngft “sic ky mang” chi phuong phap dugc ding dé
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tinh ché khang thé don dong (monoclonal antibodies - MAbs) va cic phéan tir sinh hoc
khac, trong d6 mang phang, ¢6 15 16n duge dung sao cho ty 1& d6i luu 16n hon ty 1é
khuéch tan, va hidu qua phén tach dung dich 14 tuong ddi cao. Do d6, quy trinh sic ky
mang cho phép virut, plasmit, phitc hé protein 16n, hoc thinh phin tuong tw dé di
chuyén dén gdn mang ndy va dé dang duoc phan tich. Sic ky mang c6 sin trén thi
truong bao gdm nhung khéng bi giéi han bdi, Mustang Q (Pall Corporation), Sartobind
Q (Sartorius Stedim Biotech GmbH), va méng tuong tu.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, quy trinh Mustang Q dugc dung lam quy trinh
sic ky mang nhim loai bé ndi doc té tir protein PT. Mustang-Q 12 mang dugc 1am tir
mang polyetesulfon ky nudc (polyethersulfone - PES) gitip loai bo ndi doc t tich dién
Am béng trao dbi ion thong qua 16p phu cao phan tir tir nhém amin bac bdn lién két
ngang. Trong sic k¥ mang Mustang Q, dudng kinh 16 ndm trong khoang tir 0,6um dén
1,0pm, cu thé 12 ndm trong khoang tir 0,7pm dén 0,9um, va cu thé hon 1 0,8um co thé

dugc sur dung.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phap tinh ché protein FHA,
bao gdm budce loai bo bing quy trinh sic ky mang, ndi doc t6 tir protein FHA d3 duoc
phan tach trong quy trinh sac ky 4i luc xanh. -

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, phuong phap Mustang Q dugc dung lam quy
trinh sic ky mang nhim loai bo ndi doc té tir protein FHA.

Trong sic ky mang Mustang Q, c¢6 thé st dung dudng kinh 156 nim trong khoang tir
0,6um dén 1,0pm, cu thé 13 ndm trong khoang tr 0,7pm dén 0,9um, va cu thé 12 0,8 pum.

Quy trinh phén phan tach va tinh ché céc protein PT va FHA dugc minh hoa trong
Fig.1.

Vi du thyc hién séng ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiet thong qua céc vi du. Tuy nhién, cac vi du
dudi day chi nham minh hoa cho sang ché, va pham vi cia sang ché khong bi gidi han &

cac vi du nay.

Vi du 1. Nudi cdy Bordetella Pertussis
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Bordetella pertussis (Vién Y t& Qudc gia) duge nuéi cdy trong méi trudng MSS &
nhiét d6 35°C trong 4 ngay. V& thoi gian nudi ciy, cu thé 1a mat 1 ngay dé nudi cdy ban
dau, 1 ngay dé nudi cdy 1am giau so cdp, 1 ngay dé nuéi cdy lam gidu thi cép, va 1 ngay
dé nuoi ciy chinh.

Vidu 2. Quy trinh ly tdm
| Dich nudi céy té bao duoc phén tach thanh dich ndi nuoi céy va cidn bﬁng cach ly
tam lién tuc & toe do 9.500 vong/phit, véi the d6 dong dau vao 1a 100 Ugid trong 2 gid
& nhi¢t do phong.
Vi du 3. Tinh ché HA

Dung nudc cat dé loai bo dung dich bao quan nhua hydroxyapatit (hydroxyapatit -
HA), va sau d6 thuc hién budc rira bang phan tng véi dung dich NaOH 1M trong 1 gio.
Can bang dat duoc bang cach dung dung dich natri phosphat 1am chit dém can bang. Sau
d6, dich ndi nudi céy thu dugc béng qué trinh ly tdm duogc hép phu vao nhua HA, va dich
ndi nudi cdy con sét lai duge ldy ra bing cach dung chit dém cén bang. Sau d6, hoan
thanh budc rira bang cach dung dung dich dém rtra natri phosphat, va sau d6 cac protein
PT va FHA duoc rira giai bang cach dung dung dich natri phosphat chira dung dich NaCl
1am chét dém rira giai.

Vi du 4. Tinh ché trén cot HIC

Nuée cit duge cho chdy qua cot chua diy nhya HIC trong 3CV & tdc do
120cm/gidr dé loai bo dung dich bao quan. Sau d6, dung dich NaOH 1M dugc cho chay
qua d6 trong 4CV & tdc d6 40cm/gid dé thuc hién bude rira. Dung dich natri phosphat
chira dung dich NaCl 1am chét dém can bang, dugc cho chay qua trong 5CV dé dat duoc
trang thai can bé'mg. Sau khi can béng d3 dugc hoan tat, dung dich rira giai thu dugc nho
qua trinh tinh ché HA, duoc cho chay qua cot HIC dé hép phu. Dung dich dém can béng
dugc cho chay qua trong 5 CV dé loai bo dung dich con sét lai trong cdt nay. Sau do,
dun;c,r dich dém rtra natri phosphat, dugc cho chay qua do trong SCV dé thuc hién budc
rra. Sau khi hoan thanh buéc rira, dung dich natri phosphat dugc cho chdy qua trong

10CV d8 rta giai cac protein PT va FHA.
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Vi dy 5.Tinh ché trén cot 4i lyc mau xanh
Vi du 5.1. Tinh ché bang phuong phap rira giai gradien

Nudc ct duge cho chiy qua cdt chita ddy nhyua Cibacron Blue 3G-A trong 3CV &
tbc d6 60 cm/gib dé loai bo dung dich bdo quan. Sau d6, dung dich NaCl c6 né)ng do
bang 3M dugc cho chay qua d6 trong 3CV & tbe d6 60cm/gior dé thuc hién budce rira
truéc khi dung. ‘Dung dich natri phosphat 14 chit dém can bing, duoc cho chay qua
trong 5 CV dé dat dugc trang thai cén_bf“mg. Sau khi can bang di dugc hoan tit, dung
dich thu duoc biang cach tron dung dich rira giai HIC trong Vi du 1.4 véi nudce cit theo
ty 1€ 1:1, dugc cho chay qua cdt nay dé hép phu. Dung dich dém céan béng duoc cho
chay qua trong 5CV dé loai bé dung dich con sét lai trong cot ndy. Sau d6, dung dich

dém rira natri phosphat duge cho chay qua trong 5CV dé thuc hién budc ria.

Sau khi hoan thanh budc rura, thuc hién budc rira giai gradien, trong dé dung
dich natri phosphat chita dung dich NaCl dugc dung lam chit dém rira giai. O day, dung
dich NaCl ¢6 ndng d6 tang dan tir 100mM dén 500mM duoc cho chay qua trong 10CV
d& phan tach protein PT va protein FHA. O day, protein PT nay duoc rira giai trude va
protein FHA dugc rira giai sau, tly theo sy khac biét vé kha ning gén két v6i nhura cia

chung. Cac két qua nay dugce minh hoa trén cac Fig.2a va 2b.
Vi du 5.2. Tinh ché bing cach rira giai theo bac

Nudc cét duge cho chay qua cot chita diy nhya Cibacron Blue 3G-A trong 3CV &
tbc do 60 cm/gid dé loai bo dung dich bao quan Sau d6, dung dich NaCl c¢6 ndng d6 biang
3M duoc cho chay qua d6 trong 3CV & tdc d6 60cm/gidr dé thyc hién bude rira trude khi
dung. Dung dich dém c4n bing natri phosphat duoc cho chéy qua trong 5 CV dé dat
duoc trang thai can béng. Sau khi can bfmg d3 duge hoan tat, dung dich thu dugc bi“mg
cach tron dung dich rira giai HIC trong vi du 1.4 va nuéc cat véi ty 18 1:1, duge cho chay
qua ¢t ndy dé hip phu. Dung dich dém can bing dugc cho chay qua trong 5CV dé loai
bd dung dich con sét lai trong cft nay. Sau d6, dung dich dém rira natri phosphat dugc

cho chay qua trong 5CV dé thuc hién budc rira.

Sau khi hoan thanh budc rira, thuc hién budc ria giai theo bac gém 5 budce. Dung
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dich natri phosphat ndng d6 100mM c6 d6 pH bang 7,6 chira dung dich NaCl di duoc
dung 1am chét dém rira giai cho mdi bude. O day, dung dich NaCl lan luot duge ding &
cac néng dd theo tirng bac tuong tng 1a 300mM, 400mM, 450mM, 500mM, va 1M, va
dung dich nay duoc cho chay qua trong 10CV nhim phan tach protein PT va protein
FHA. Cac két qud ndy dugc minh hoa trén cac Fig.3a va 3b. Nhu dugc minh hoa trén
cac Fig.3a va 3b, di xac dinh rang protein PT duoc rira giai trong dung dich NaCl ¢6
néng dé 300mM va protein FHA dugc rua giai bat dau tur néng d6 400mM, tuy theo su

khéc biét ve kha nang gdn két ctia chung.

Nham x4c dinh thdi diém chinh x4c khi protein FHA duoc rira giai, rra giai theo
bac bao gém 4 bac, dugce thuc hién béng cach thay dbi néng do dung dich NaCl. Dung
dich NaCl da dugc dung & céc néng dd theo timg bac tuong ung 1a 300mM, 400mM,
850mM, va 1 M, va quy trinh tiép theo thi trong tu nhu trén. Cac két qua nay duoc
minh hoa trén cac Fig.4a va 4b. Nhu dugc minh hoa trén cac Fig.4a va 4b, protein PT
van duge rira giai trong dung dich NaCl c6 ndng d6 300mM, va protein FHA dugc rira
 gii trong dung dich NaCl ¢ ndng d6 13 850mM.

Vi du 6. Thiét 14p c4c diéu kién t6i vu dé phén tach PT va FHA
Dé thiét 1ap c4c diéu kién t&i uu nhdm phén tach PT va FHA bang phuong phap
rira gidi gradien, qua trinh tinh ché d& dugc thuc hién & quy mé nhé bang cach thiét lap

thiét ké thi nghiém (design of experiments - DOE) trong bang 1.

[Bang 1]

C1 C2 C3 C4 Cs C6 C7
Thity | Thietw | Diém | Khoi SP P pH CV

chuan chay gitra
1 3 1 1 50 7,4 20
2 10 1 1 150 74 20
3 9 1 1 50 7.8 20
4 11 1 1 150 7.8 20
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5 5 1 1 1 50 74 30
6 6 8 1 1 150 7,4 30
7 7 7 1 1 50 7,8 30
8 8 4 1 | 1 150 7,8 30
9 9 5 0 o 1 100 7,6 25
10 10 6 0 , 1 100 7,6 25
11 11 2 0 1 - 100 7,6 25

Nude cét duogc cho chay qua cot chira diy nhua Cibacron Blue 3G-A trong 3CV &
tbc do 60 cm/gid dé loai bo dung dich bao quan. Sau d6, dung dich NaCl cé néng dd
3M duoc cho chay qua d6 trong 3CV & tbc d6 60cm/gid dé thuc hién budc ria
trude khi ding. Dung dich dém can bang natri phosphat duge cho chdy qua trong 5 CV
dé dat duogc trang thai can bﬁng. Sau khi can b%mg da duoc hoan tat, dung dich thu dugc
bing cach tron dung dich rira giai HIC trong Vi du 1.4 v6i nudc cét theo ty 1& 1:1, dugc
cho chay qua cot nay dé hip phu. Dung dich dém can biang dugc cho chay qua trong
5CV dé loai bo dung dich con sét lai trong cot ndy. Sau do, dung dich dém rtra natri

phosphat dugc cho chay qua trong 5CV dé thuc hién budc ria.

Sau khi hoan thanh budc rira, PT va FHA dugc phén tach béng cach thuc hién
phuong phép rira giai gradien, st dung dung dich natri phosphat trong 25CV, c6 ndng
46 100mM & do pH bing 7,6, chtra dung dich NaCl 1M lam chit dém rira giai. O day,
PT dugc rira giai trude va FHA duoc rira giai sau, tiiy theo su khac biét vé kha ning gin

ctia ching v6i nhya nay. Cac két qua nay duoc minh hoa trén cac Fig.5a va 5b.

Céc quy trinh phén tach duoc thuc hién theo céc diéu kién twong tmg. Két qua 1,
PT va FHA dugc phan tach hi¢u qua nhét & cac didu kién 9, 10, va 11. Tir d6, di xac
dinh ring cac diéu kién 9, 10, va 11 13 c4c diéu kién t&i wu dé phan tich PT va FHA
bang cach sir dung phuong phap rira gidi gradien.
Vi du thtr nghiém 1. Xé4c dinh kha ning mé réng quy mé clia cic didu kién phan tach da

thiét 1ap
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Nham x4c dinh liéu cac diéu kién phén tach PT va FHA da duogc thiét 14p & quy md
nho trong Vi du 6 ¢6 phai 1a t&i wu hay khéng, ¢6 duge ap dung ngay ca trong trudng
hop mé rong quy mé hay khoéng, cac quy trinh phan tach di dugc thuc hién bang cich

sir dung céc diéu kién & quy mé 16n. Céc két qua nay duoc thé hién trong céc bang 2 va

40883

3.
[Bang 2]
Phwong phap S6 16 San lugng PT (mg)
XaP1215 929
XaP1218 110
XaP1220 100
SEC XaP1301 112
XaP1311 106
Sén lwgng trung binh - 105
[Bang 3]
Phwong phap S6 16 San lrgng PT (mg)
XaP1409 171
XaP1415 162
XaP1417 204
. XaP1418 174
Al luc xanh
XaP1604 197
XaP1605 206
Sédn lwgng trung binh - 186

Nhu duoc thé hién trong cac bang 2 va 3, trong truong hop céc didu kién phan tach
PT va FHA di duoc thiét 1ap & quy mé nho dugc 4p dung & quy md 16n, san luong PT
tang thém khodng 80% so véi truong hop PT va FHA dugc phéan tach quy trinh SEC.
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Diéu nay chi ra ring cac didu kién phan tach PT va FHA di duoc thiét 14p & quy mé nho
cling ¢6 thé 4p dung cho quy mé Ién, va c6 nghia 13 quy trinh cot 4i luc mau xanh theo
sang ché 13 hiéu qua hon vé quy mo va san lugng xir Iy so v6i quy trinh SEC, mét quy

trinh phan tach PT va FHA thuong dugce st dung.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép thu nhan protein PT (doc t6 ho g&) hoic protein FHA (soi ngung két
hdng cau), trong d6 phuong phap ndy bao gdm budc:

phan tich cdc protein PT va FHA tir miu dich nudi cdy chGa Bordetella
Pertussis bang cach st dung quy trinh séc ky 4i luc,

trong d6 dung dich dém rtra giai cho quy trinh nay 1a dung dich natri phosphat,

trong d6 dung dich dém rira gidi nay con chira thém dung dich NaCl,

trong d6 ndng d6 dung dich NaCl dugc ting dan tir OM dén 3M, va

trong d6 quy trinh sic ky nay bao gdm budc st dung nhua duoc gin hop chét c6
cAu tric Cong thuc 1:

[Cong thic 1]

NH,

9 2
S-OH
LT
Q
O HN S-OH
L8
NH

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich natri phosphat ¢6 do pH nim trong
khoang tir 6,5 dén 8,5.
3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich natri phosphat ¢6 ndng d6 nim trong

khoang tir S0mM dén 200mM.
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4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 lwong dung dich dém rira gidi nay nam trong
khoéng tir 15CV dén 35 CV.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 truée khi thyc hién quy trinh sic ky 4i luc,
phuong phép nay con bao g0m céac budc sau day:

1. ly tAm dich nudi ciy Bordetella Pertussis;

2.tinh ché dich ndi thu dwoc trong budc 1) biang quy trinh sic ky
hydroxyapatit (hydroxyapatite — HA); va

3. tinh ché dich ndi da tinh ché & budc 2) bing quy trinh sic ky twong tic
ky nu6c (HIC).
6. Phuong phép tinh ché protein PT, trong d6 phuong phép nay bao gbm cac budc sau:

loai b6 nodi doc td tir protein PT thu dugc bang phwong phép theo diém bat ky
trong sb cic diém tir 1 dén 5 bing quy trinh sic ky mang (membrane

chromatography - MC).
7. Phuong phép theo diém 6, trong d6 dudng kinh 16 dugc sir dung trong quy trinh
sic ky mang nim trong khoang tir 0,6um dén 1,0pum.
8. Phuong phap tinh ché protein FHA, trong d6 phuong phép ndy bao gdm céac budc
sau:

loai bo ndi doc td tir protein FHA thu dwgc bang phuong phép theo diém bét ky
trong s6 céc diém tr 1 dén 5 bing quy trinh sic ky mang (membrane
chromatography - MC).
9. Phuwong phép theo diém 8, trong d6 duong kinh 16 dugc st dung trong quy trinh

sic ky mang nim trong khoang tir 0,6um dén 1,0pm.
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[Fig. 1]
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[Fig. 2a]
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| [Fig. 2b]
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[Fig. 3a]
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[Fig. 4a]
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[Fig. 4b]
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[Fig. 5b]
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