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Linh vwe k¥ thuat dwee dé cap

Sang ché @& cap dén phuong phép tinh ché hormon kich thich nang (follicle-

stimulating hormon: FSH) c6 ndng suét cao va do tinh khiét cao.
Tinh trang k§y thuét ciia sing ché

Céac phuong phap diéu trj protein khic nhau c6 thé duoc st dung 1am céc chét diéu
tri khac nhau da dugc ap dung khong chi cho céc nghién ciru diu ché cac protein tai td

hop ma con cho cic ung dung 14m sang va thuong mai hoa.

Mot trong nhitng protein tai t6 hop (tirc 1a hormon kich thich nang (FSH)) 13
hormon dugc san xuét tir céc t& bao tuyén sinh duc & thity truée tuyén yén; dugc giai
phong vao dong mau; va hoat dong ciing véi hormon tao hoang thé (luteinizing hormone:
LH) dé kiém soét sy truéng thanh cla t€ bao trimg & phu nit va qua trinh sinh tinh &
nam gi¢i. FSH & nguoi duge st dung dé diéu tri cho phu nit khdng rung tring, kich
thich su phat trién da nang trirg (qu4 trinh phong nodn), va cac phuong phap hd tro thu
thai (vi dy, thuy tinh trong 6ng nghiém (In Vitro Fertilization: IVF), ti€ém tinh trung vao
bao tuong noan (Intra-Cytoplasmic Sperm Injection: ICSI), chuyén giao tir qua 6ng din
tring (Gamete Intrafallopian Transfer: GIFT), va chuyén hop tir qua ng din tring
(Zygote Intrafallopian Transfer: CIFT)). Ngoai ra, FSH & nguoi dugc st dung dé kich
thich su trudng thanh cla nang trimg & phu nit ¢6 mirc san xuét FSH thip hogc khong
¢6 FSH va dé kich thich qué trinh sinh tinh & nam gidi c6 mét do tinh tring thp

(oligospermia).

Do tim quan trong ctia FSH trong didu tri cac rdi loan sinh san, ¢6 nhu ciu cung
cap FSH ti td hop c6 do tinh khiét cao va hoat tinh dic hiéu cao.
 Didu tri FSH doi hoi phai tiém nhidu lin, va cac ché pham FSH c6 d9 tinh khiét
cao c6 thé dugc tiém duéi da, cho phép bénh nhan tu st dung nhd d6 ¢ kha ning ting
sy thuan tién va tuan tht cia bénh nhan. |

Céng bd don quéc té s& WO 2006/051070 Al d& cap dén phuong phép tinh ché
FSH bao gé)m cac budce sau: 1) thuc hién sic ky &i luc thuc nhudm, 2) thuc hién sdc ky
twong tac ky nudce; va 3) thuc hién séc ky pha ddo ngugc; va phuong phap tinh ché FSH

bao gém cac budc sau: 1) thyc hién sic ky trao d6i anion, 2) thyc hién sic ky 4i luc
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thubc nhudm, 3) thuc hién séc ky twong tac ky nuéce, 4) thuc hién séc ky pha nguoc, va

5) thure hién séc ky trao doi anion.

Céng b don quéc t& s6 WO 2005/063811 Al d& cap dén phuong phap tinh ché
FSH tai t6 hop & ngudi bao gdm céc budce sau: 1) thuc hién sic ky trao ddi ion; 2) thuc
hién sic ky ion kim loai c¢b dinh; va 3) thuc hién séc ky trong tac ky nudce (hydrophobic

interaction chromatography: HIC).

Coéng bb don quéc t& s6 WO 2007/065918 A2 d& cap dén phuong phép tinh ché
FSH bao gé)m cac budc sau: thuc hién séc ky ai luc thudc nhudém; thuc hién séc ky trao
dbi anion yéu; thuc hién sic ky twong tac ky nudc; va thuc hién séc ky trao d6i anion

manh; c6 thé duge thyuc hién theo bit ky thit ty nao.

Do d6, c6 nhu cAu lién tuc vé phuong phap méi d8 tinh ché cac bién thé FSH va
FSH t4i t6 hop. Cu thé 13, sic ky 4i luc thudc nhudm hau hét dugce sir dung trong budce
thu nap dé tinh ché FSH. Mic du viéc st dung séc ky 4i luc thubc nhudm c6 vu diém Ia
rAt tbt trong viéc thu hdi protein dich bang cach loai bé cac thanh phén trung binh trong
moi trrong nudi ciy, no ciing ¢ nhuge diém vé kha ning loai bo céc tap chit c6 ngudn
gbe tir cac t& bao chu bi suy giam. Céc tap chét nay rit da dang va rit phirc tap, va do
d6 khong thé xac dinh dugc 12 mét loai. Do d6, c6 nguy co cao lam thay dbi chat luong
cua protein dich, va ciing kho kiém soat nhitng thay ddi nay. Ngoai ra, dé loai b6 thém
lugng 16n céc tap chét, cin phai c6 buéc tinh ché phirc tap sau bude thu nap, do d6 lam
giam san luong.

Do d6, c4c tac gia sang ché da nd luc hét stic dé hoan thién sang ché bang cach
phat trién phuong phép tinh ché d8 thu duge FSH & do tinh khiét cao va ning suét cao.
Két qua 13, ho nhan thdy ring bang cich sip xép hiéu qué‘ thit tw ciia qua trinh tinh ché,
hiéu qua hoat dong ctia qua trinh ¢6 thé dugc ting 1én trong khi c6 kha ning tang san

luong va t6i da hoa kha ning loai bé cic tap chét.
Ban chit ky thuit clia sing ché

Muc dich ctia sang ché 1a dé xuét phwong phép tinh ché hormon kich thich nang

trimg (follicle stimulating hormone: FSH).
Sang ché s& dugc mé ta chi tiét dudi day.

Trong khi do, cac phén md ta va phuong an twong ting duge bdc 10 trong sang ché
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con c6 thé duge ap dung cho cac phén md ta va cdc phuong 4n khic. Tirc 13, tht ca cc
su két hop ctia cac yéu t6 khéac nhau dugc bdc 10 trong phin md ta nay nim trong pham
vi bao hd cta sang ché. Ngoai ra, pham vi bao ho cua sang ché khong bi gidi han béi
phin mé ta cu thé dudi day.

Ngoai ra, nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong cing linh vyrc k¥ thuét c6 thé
nhan thdy hodc xac dinh nhiéu phuong 4n tuong dwong véi cac phwong 4n cu thé cia
sang ché duge mo ta & day bang céch chi sir dung thir nghiém théng thuodng. Hon nita,
cic phuong an tuong duong nay dugc hiéu 12 nim trong pham vi bao hd cua sang ché.

Mot khia canh cta sang ché d& xuit phuong phép tinh ché hormon kich thich nang
(follicle stimulating hormone: FSH) c6 néng suét cao va do tinh khiét cao.

Cu thé 13, phuong phép tinh ché c6 thé 13 phuong phap tinh ché dugc thuc hién
theo thur tu sau day, trong d6 phuong phap nay bao gbm (a) thyc hién sic ky 4i luc mién
dich (immunoaffinity chromatography: IAC); (b) thuc hién séc ky tuong tac ky nudc
(hydrophobic interaction chromatography: HIC); va (c) thuc hién sic ky trao ddi anion
(anion exchange chromatography: AEX).

Phuong phép tinh ché theo sang ché c6 thé 13 phuong phap trong d6 sic ky trong
m3i bude tir (2) dén (c) chi duge thye hién mot 14n va khéng thuc hién thém séc ky bo
sung.

Séc ky bd sung c6 thé 12 mot hodc nhidu dugc chon tir nhom bao gbm séc ky loai
trir kich thuéc, sic ky ai luc thudc hhu@m, séc ky pha dao nguoc, va séc ky trao dbi
cation, tuy nhién sic ky bd sung khong bi gidi han ¢ do.

Phuong phap tinh ché theo sang ché khéc biét & chd n6 c6 thé loai bé céc protein
c6 ngudn gdc tir té bao chu (tirc 13, cac tap chét) va cai thién ning sudt tinh ché ngay ca
khi viéc séc ky 6 mdi buéc tir (a) dén () chi duge thyc hién mot lan.

MO ta vén tit cac hinh vé
Fig.1 1a hinh v& minh hoa cac két qua phan tich do tinh khiét bang SE-HPLC; va
Fig.2 12 hinh v& minh hoa két qua phén tich ham lugng oxit bang RP-HPLC.

M6 ta chi tiét sang ché

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “hormon kich thich nang (FSH)” 14 hormon
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dugc san xudt tir cac té bao tuyén sinh duc & thuy trude tuyén yén va dugc giai phong
vao dong mau. FSH hoat dong ciing v6i hormon tao hoang thé (LH) dé kiém soét su
trudng thanh cia té€ bao tring & phu nit va qua trinh sinh tinh & nam giéi. FSH va LH
thudc vé& nhém glycoprotein di s6 bao gbm hai chudi o va B khong lién két cong hoéa tri
dugc ma hoa bai cac gen doc 1ap. Ca hai chudi o va B déu dugc glycosyl hoa. Trong khi
tidu don vi o bao gbm 92 gbc axit amin, tiéu don vi p bao gdm 111 gbc axit amin, trong

d6 mdi tiéu don vi c6 hai vi tri glycosyl hoa lién két asparagin.

FSH & nguoi dugc st dung dé diéu tri cho phu nit khong rung triing, kich thich su
phat trién da nang trimg (qué trinh phéng noén), va cac phuong phép hd trg thu thai (vi
du, IVF, ICSI, GIFT va CIFT). Ngoai ra, FSH ¢ nguoi dugce sir dung dé kich thich su
truéng thanh cua nang trimg ¢ phu nit ¢6 murc san sinh FSH thip hodc khong c6 FSH
vé dé kich thich qua trinh sinh tinh & nam gi6i c¢6 mat do tinh trung thap (oligospermia).

Trong phac dd diéu tri cu thé dé kich thich rung tritng, bénh nhan nhan FHS hang
ngay hodc bién thé ctia FHS bing céch tiém v6i luong khoang 75 TU FSH/ngay dén
khoang 450 IU FSH/ngay trong khoang 6 dén khoang 12 ngay. Trong phéc dd diéu tri
cu thé cho su qué kich budng trimg c6 kiém soét, bénh nhén dugc tiém FHS hang ngay
hoic bién thé cua FHS bang cach tiém v6i lugng khoang 150 IU FSH/ngay dén khoang
600 IU FSH/ngay trong khoang 6 dén khoang 12 ngay.

Tt 13, viéc diéu tri FSH cin phai tiém nhiéu lan, va do d6, cac ché pham FSH co6

5 tinh khiét cao 13 cin thiét.

V6i muc dich nay, cac tac gia sang ché da cb géng cai thién san lugng, t61 da hoa
kha ning loai bo céc protein c6 ngudn gdc tir té bao chu (ttc 13, cac tap chét), v loai bd
ti da céc tap c_hét thong qua viéc tdi vu héa cac bude quy trinh trong qué trinh rira cot
bing cach sip xép hiéu qua thu tu cla qua trinh tinh ché, nho d6 don gian hoa sb budc

tinh ché va ting hiéu qua ciia qua trinh vén hanh.

Tung budc cia phuong phép tinh ché hormon kich thich nang s& dugc md ta chi

tiét dudi day. Trude tién, budc (a) 1a budc thyc hién séc ky ai luc mién dich (IAC).

Nhu dugc s dung & day, thuat ngir “sic ky 4i lyc mién dich (IAC)” c6 nghia 1a
phuong phap trong d6 khang thé chéng lai vat liéu hoat tinh sinh 1y can dugc tinh ché
duge didu ché va lién két cong héa tri voi chit mang rén; mau chira vat liéu hoat tinh

sinh 1y can dugc tinh ché dugc bd sung vao phirc chit mang khang thé dé cho phép vat
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liéu hoat tinh sinh ly dugc hép thu vao khang thé; chét rira gidi dugc bd sung vao dé
theo céch thich hop d& nhd d6 thu dugc vat liéu dich bing céch rira giai. Trong sang ché,
sic ky 4i lwc mién dich dé tinh ché FSH c6 nghia 1a nhya trao dbi str dung nguyén tic
dé chi thu nap tiy chanFSH bing céach st dung cdt, bao gbm protein dic hiéu FSH (tirc
la, protein lién két voi tiéu don vi alpha hoic tiéu don vi beta cua FSH) va dugc diéu
ché bing céch lién két protein dic hiéu FSH vdi chét nén thich hop bang cach str dung

protein nhat dinh c6 cdc dic diém cau tric, vat 1y, va hoa hoc tuong tu.

Séc ky 4i luc mién dich dé tinh ché FHS bao gébm nhuwa CaptureSelect™ FHS
(Thermo Fisher Scientiﬁé), v.v., tuy nhién sdng ché khéng gi6i han & d6, va noi chung,
c6 thé sir dung bit ky loai nhwa ndo duge sit dung cho séc ky 4i lwc mién dich va lién
két ddc hiéu v6i FSH.

Phuong phép nay c6 uu diém 12 cho phép thu nhan nhanh hon va dinh lugng nhidu
hon cac vt liéu hoat tinh sinh 1y so véi cac phuong phap thong thuong (tie 13, cac

phuong phap nhu loc gel, sic ky trao dbi ion, v.v.).

Theo muc dich cta sang ché, sac ky 4i luc mién dich c6 thé thuc hién mdt hoic
nhiéu buéc bat ky duge chon tir nhém bao gém budc cin bang, budc bom mau, budc

rira, budce rira giai, va bude lam sach nhya.

Pé st dung nguyén tdc 4i luc mién dich, c6 thé st dung dung dich dém trong
khoang do pH tu 7 dén 8, va c6 thé st dung Tris v6i 6 mol tir 10 mM dén 50 mM; theo
mot phuong an, c6 thé st dung dung dich dém nhu Tris, PBS, 3-morpholinopropan-1-
sulfonic axit (MOPS), sulfonat, 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonic axit
(HEPES), TES, phosphat, va/hodc isopropanol, tuy nhién dung dich dém khong bi gi6i

han & dé.

Budc cin bing c6 nghia 12 buéc tao méi trudng (vi dy, dd pH thich hop, ndng do

mudi, v.v.) trong cdt dé gan FSH c6 trong moi truong nudi cay vao cot sac ky.

Theo muc dich cua sang ché, trong budc (a) & trén, cac tap chét bao gdm cac
protein co ngudn gbc tir té bao chli ngoai trr FSH trong sb cac protein khéac nhau duge
‘hép phu vao cot c6 thé dugc loai bo bing cach thyc hién budc rira mot hogc nhiéu 1an,
vacu thé 1a béng cach thuc hién budc ria it nhét ba 1an, tuy nhién s6 14n thuc hién bude

rira khong bi gidi han & do.



44112 6/23

Budc rira dé cip dén buéc loai bé cac tap chit khac bao gdm cac protein c6 ngudn
gbc tir t€ bao chil ngoai trir FSH trong sb cac protein khac nhau dugc hép phu vao cot.
Khéng chi cic protein ¢ ngudn gbc tir t€ bao chil ma cac thanh phén ciia méi trudng
nudi cAy ciing c6 thé bi loai bé. Theo phuong 4n nay, bude rira nhiéu budc dugce st dung.
Cu thé, c6 thé st dung dung dich dém c6 d9 pH trong khoang tir 7 dén 8, va dung dich
dém trong khoang d¢ pH néu trén co thé dugc ap dung cho tht ca budc cin bang, budc
rira va budc rua giai.

Theo mot phuong an, trong budce rua thi nhét, c6 thé loai bé cac tap chét ¢c6 dic
tinh khong dic hiéu v6i nhua séc ky 4i lwc min dich hogc c6 tinh chét dic hidu yéu,
hodc cac tap chét co tinh ky nudc tuong dbi yéu; va Tris véi s6 mol tir 2 mM dén 50
mM, vacu thé 1a Tris véi sé mol tir 2 mM dén 10 mM c6 thé duoc str dung, tuy nhién
Tris dugc st dung khong bi giéi han & d6. Ngoai ra, dung dich rira cho budc rira thit
nhit c6 thé 13 mét hodc nhiéu dugc chon tr nhém bao gém Tris, PBS, 3-
morpholinopropan-1-sulfonic axit (MOPS), sulfonat, 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-
yl]etansulfonic axit (HEPES), TES, phosphat, va/hodc isopropanol, tuy nhién dung dich
rira khong bi gidi han & do.

Trong budc rira thr hai, cic tap chit c6 4i luc lién két ion twong dbi yéu véi nhua
sdc ky &i luc mién dich c6 thé duge loai bo, va Tris ¢6 s6 mol tir 10 mM dén 50 mM, va
cu thé 13 Tris ¢6 s6 mol tir 10 mM dén 30 mM c6 thé dugc st dung, tuy nhién Tris dugc
stt dung khong bi giéi han & d6. Ngoai ra, ndéng dd muéi dugc st dung c6 thé nim trong
khoang 0,5 M-3 M, va cu thé, c6 thé sit dung néng d6 mudi trong khoang 0,5 M-1,5 M.
Theo mot phuong 4n, mubi duoc sit dung c6 thé bao g?)m natri sulfat, natri clorua, amoni
sulfat, amoni clorua va/ho#c magie clorua, v.v., va cu thé hon c6 thé 13 natri clorua, tuy

nhién muoi dugc st dung khong bi gidi han & do.

- Trong budc rua tht ba, cac tap chit c6 4i luc lién két ion twong dbi yéu vé6i nhya
sic ky ai luc mién dich so véi FSH ¢6 thé dugc loai bo, va Tris ¢6 s6 mol tir 10 mM dén
50 mM, vacu thé 13 Tris ¢6 sé mol tir 10 mM dén 30 mM c6 thé dugc st dung, tuy nhién
Tris dugc st dung khong bi gidi han & d6. Ngoaira, né)ng do mudi dugce sir dung c6 thé
nam trong khoang 0,01 M-0,5 M, va cu thé, néng do mubi trong khoang 0,1 M-0,3 M
6 thé duoc sir dung, tuy nhién pham vi clia néng do mubi duge st dung khdng gi6i han
& d6. Theo mot phuong an, mubi duoc st dung c6 thé bao gdm natri sulfat, natri clorua,

amoni sulfat, amoni clorua va/hodc magie clorua, v.v., va cu thé hon c¢6 thé bao gbm

6
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magie clorua, tuy nhién mudi dugc sir dung khong bi gi6i han ¢ do.

Budc rira giai dé cap d¢én budc thu hdi FSH lién két véi nhwra. Magie clorua (MgCl)
¢6 thé dugc st dung dé bi &i luc mién dich giita FSH va nhua, va ou thé, céc diéu kién
rira giai co thé dugc thuc hién & néng d6 mubi tr 1,5 M dén 2,5 M trong dung dich dém
¢6 do pH trong khoang 7 dén 8. Theo mdt phuong an, mudi duge st dung c6 thé bao
gém natri sulfat, natri clorua, amoni sulfat, amoni clorua va/hodc magie clorua, v.v., va
cu thé hon ¢6 thé bao gdm magie clorua, tuy nhién mubi dugce sir dung khong bi gisi

han & dé.

Ngoai ra, nhu phuong phép khac dé rira giai FSH, c6 thé sir dung dung dich dém
glyxin c¢6 d¢ pH tir 2,5 dén 3,5, tuy nhién dung dich dém dugc st dung khong bi gidi

han & do.

Budc 1am sach nhua (resin cleaning: CIP) 1a buéce dé loai bd hoan toan FSH con
lai, cac vi sinh vit, va cac tap chét khac con lai trong c@t dé ngan can qu trinh nhiém
chéo. Dung dich dém rtra giai dugc st dung c6 thé bao gém axit xitric, axit axetic, axit
phospho, PAB, ure, guanidin hydroclorua va/hoéc isopropanol, NaOH, va/hodc etanol,
V.V.,vacu thé, axit axetic & néng d56 0,1 M dén 1 M c6 thé dugc st dung, tuy nhién dung
dich dém rira giai khong bi giéi han ¢ do.

Trong phuong phéap tinh ché FSH, budc (b) & trén 1a budce dé thyuc hién séc ky
tuong tac ky mréc (hydrophobic interaction chromatography: HIC).

Séc ky tuong tac ky nudc dé cap dén nhua trao ddi st dung twong tac thuan nghich
gifta cac protein va bé mit ky nudc ctia moi truong. Céc protein lién két véi ¢t trong
c4c diu kién cudng do ion cao (tic 13, dudi nong 46 muodi cao), va cac protein nay dugc

phan tach khac biét v6i nhau khi cudong d ion giam dan.

Theo muyc dich cia sang ché, sic ky twong tac ky nude c6 the thyc hién mot hodc
nhiéu budc duge chon tir nhom bao gom bude bom mau, budc cin bang, bude rira, bude

rira giai va budce lam sach nhua.

Nhu dugce sir dung & day, thuat ngix “séc ky twong tac ky nude (HIC)” dé cap dén
phuong phap phén tdch bang cach st dung tuong tac ky nudc gitta chét nén c6 cac nhém
chire ky nuée (vi du, phenyl, octyl, (iso) propyl, butyl, etyl, v.v.) va cac phan t nhit
dinh.
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Cu thé, séc ky ndy c6 thé dugc thyc hién bing céch sir dung nhya HIC ¢6 bé mt
ky nu6c tuong d6i yéu (so v6i bé mit ky nuée manh hon nhiéu cta nhua pha dao ngugc).
Céc protein c6 dic tinh bé mit ky nuéc thudng bi thu hut béi nhya 6 nhém ete, phenyl,
butyl hodc hexyl. Theo sang ché, nhya duoc st dung trong sic ky twong tac ky nudc co
thé 12 nhyra trong d6 nhém chire 14 loai duge chon tir nhém bao gbm phenyl, octyl, (iso)
propyl, butyl va etyl, tuy nhién nhwa khong bi gi6i han & 6, va c6 thé st dung bat ky

nhua nao thuong dugce st dung trong séc ky twong tac ky nudce.

Buéc can bing trong sic ky tuong tac ky nudc d& cap dén budce tao mdi trudng (vi
du, d0 pH thich hop, néng do mudi, v.v.) trong ¢t dé gén FSH duoc chira trong dich
rtra gidi thu duoc tu sic ky ai luc mién dich vao cot. Cu thé, néng d6 mubi dugc sir dung
c6 thé ndm trong khoang tl‘I‘ 1,5 M dén 2,5 M, va theo mdt phuong &n, c6 thé st dung
natri sulfat, natri clorua, amoni sulfat va/hoéc amoni clorua, v.v.. Ngoai ra, co thé sur
dung dung dich dém c6 d¢ pH tixr 7 dén 8, va co thé st dung Tris v6i s6 mol tir 10 mM
dén 50 mM. Céc diéu kién trén c6 thé dugc ap dung cho tht ca cac budc can bang, budc
rira va budc rira giai.

Trong budc bom mau, dich ria giai thu dugc bing sic ky ai luc mién dich c6 thé

dugc st dung.

Theo muc dich cia sang ché, dung dich dém can béng dugce st dung trong budc

rira, va diéu nay dé loai bo céc tap chat lién két khong dac hi¢u v6i nhua.

Buéc rira giai ¢6 nghia 1a bude thu hdi FSH lién két v6i nhya. Dé Gc ché tuong
tac ky nudc gitta FSH va nhua, co thé yéu ciu mdi truong khong co mubi hoic ndng do
mudi thip. Ngoai ra, c6 thé str dung dung dich dém c6 d6 pH trong khoang tir 7 dén 8,
va c6 thé st dung Tris v6i s6 mol tir 10 mM dén 50 mM, tuy nhién dung dich dém khong
bi gidi han & do.

Budc lam sach nhua (CIP) 1a buéce dé loai bo hoan toan FSH con lai, cac vi sinh
vat va cac tap chat khac con lai trong cot dé ngan can qua trinh nhiém chéo. FSH con lai
c6 thé dugc loai bé bang nuée tinh khiét, va ngoai ra, c6 thé st dung natri hydroxit
(NaOH), axit phospho, v.v., tuy nhién sang ché khéng gi6i han ¢ do.

Theo muc dich cua sang ché, muc dich ciia budc (b) néu trén 1a ting thém d9 tinh
khiét cia FSH bang céach loai bo thém céc tap chét (vi du, protein t€ bao chu, v.v.) khong

thé loai bé dugc trong budc (a). Trong bude nay, cac protein cla t€ bao chi c6 thé dugc
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loai bo hi€u qua hon bang céach sir dung thiét bi loc c6 kha ning loai bé céc protein co
ngudn gbc tir té bao chi, st dung phéan tng ky nuéc, v.v., khac véi phuong phap sic ky

4i lyc mién dich & buédc (a) trong co ché phan tach.

Nhu dugce st dung & day, thuét ngit “protein té bao chu (host cell protein: HCP)”
13 protein khéc v6i FSH, thudng c6 nghia 1a protein c6 ngudn gdc tir té bio chu. Déi véi
cac khéang thé hoic protein ¢ thé dugc st dung 1am dwgc pham, t6t hon 13 loai trir HCP
khéi ché phim khang thé hoic protein ban dAu. Céc protein ciia té bao chli can dugc loai
b6 c6 nghia la bao gém tAt ca cac tap chét ngoai troe FSH can dugc tinh ché, va chung
¢6 thé bao gdm khong chi ban than cac protein clia té bao chi, ma con bao gdbm ca ADN,
cac yéu td phat trién té bao, v.v. c6 ngudn gbc tir t€ bao chi. Do d6, khi loai b céac

protein ctia té bao Chl’l, chi c6 thé tinh ché protein dich v6i do tinh khiét cao.

Trong phuong phép tinh ché FSH 6 trén, budc (c) néu trén 12 budce thuc hién sic

ky trao dbi anion (anion exchange chromatography: AEX).

Sic ky trao ddi ion d& cap dén nhya trao dbi str dung twong tac thudn nghich cia

dién tich thuc gitta moi truong va bé mit protein (tirc 13, sy khac biét vé cudng do ion).

Céc nhém trao dbi ion manh dai dién bao gém Q va SP, va cac nhom trao dbi ion
yéu dai dién bao gém DEAE, ANX, CM, v.v.. Vi mdi nhém c6 pham vi 40 pH khac
nhau mang dién tich du, nén c6 d6 chon loc thay thé. C4c nhua trao dbi ion dugc chia
thanh cé4c nhua trao d6i ion 4m va nhua trao dbi ion duong, va cu thé, c4c nhua trao dbi

ion 4m da dugc st dung trong sang che.

Nhu dugce st dung & day, thudt ngix “sic ky trao d6i anion (AEX)” c6 nghia 1a séc
ky str dung cot chira dy nhua trao d6i anion, va trong budc trén, cac tap chét, va cu thé
la cac protein té bao chu, ¢6 thé dugc loai bé thém b%lng cach thuc hién séc ky trao dbi
anion, va cédc chit ddng phan c6 diém ding dién mong mudn c6 thé dugc phan tach tuy

chon.

Nhua trao dbi anion dé cap dén nhya tdng hop dugc thém vao dung dich nu6e khac
dé trao dbi ceié anion ctia n6 vé&i cac anion cu thé trong dung dich nudc, va cit trao dbi
anion c6 thé hip thu cac protein mang anion phia trén diém ding dién. Trong truong
hop FSH theo sang ché, budc tinh ché thi ba c6 thé dugc thyc hién theo cach ma khi
dung dich dém pH trung tinh dugc sir dung, protein (FSH) dugc gén vao nhya trao dbi

anion vi diém ding dién thip, va protein dich (trc 1, FSH) dugc tach ra khi di qua dich
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rira giai sau khi rua.

Nhu nhua trao ddi anion, nhitng loai thudng dugc st dung trong cung linh vyc ky
thuat co thé dugc st dung, tuy nhién nhya trao dbi anion khong bi giéi han & d6. Cu thé,
c6 thé sir dung Q Sepharose, aminoetyl béc bon, amin bac bdn (Q), v.v,vacu thé, c6 thé

sit dung Q Fast Flow™.

Theo muc dich ctia sing ché, sic ky trao d6i anion c6 thé thuc hién mét hodc nhi€u
budc duoc chon tir nhém bao gom budc bom mau, budc can bing, budc rira, bude ria

giai va budc lam sach nhua.

Budc can bang dé cap dén budc tao méi trudng (vi dy, do pH thich hop, ndng do
muébi, v.v.) trong cot dé gin FSH thu dugc tir sic ky tuong tac ky nude vao cot sic ky.
C6 thé str dung dung dich dém trong khoang d6 pH tir 7 dén 8, va co thé st dung Tris
v6i sb mol tir 10 mM dén 50 mM; tuy nhién dung dich dém khong bi gi6i han & do.
Dung dich dém c6 thé dugc ap dung cho ca budc can bang va budc rira gidi khong bao

gom budc rira.

Budc rira d& cap dén budc loai bd céc tap chét bi hip phu trong cot. Ngoai ra, cac
chét ddng phan khac véi cac chit ddng phan c¢6 diém déng dién mong mudn c6 thé duoc
loai bo tity chon. C6 thé sir dung dung dich dém c6 d6 pH trong khoang tir 5 dén 6, va
axetat ¢6 s6 mol tir 1 mM dén 100 mM, va cu thé 1a ¢6 thé st dung axetat c6 s& mol tir
10 mM dén 50 mM, tuy nhién dung dich dém khong bi giéi han & d6. Ngoai ra, theo
mot phuong an, co thé st dung axetat, xitrat, v.v., tuy nhién dung dich dém dugc st
dung khéng bi gi6i han & do.

Budc rira giai dé cap dén budc thu hdi FSH lién két v6i nhya. Céc didu kién rira
giai c6 thé 14 cac didu kién c6 ndng d6 mudi tir 0,05 M dén 0,2 M trong dung dich dém
co d() pH trong khodang tir 7 dén 8. Theo mdt phuong 4n, natri sulfat, natri ciorua, amoni
sulfat va/hodc amoni clorua, v.v. co thé duogc st dung, tuy nhién mudi dugc sir dung
khong bi gidi han & do.

Budc 1am sach nhua (CIP) 1a bude dé loai bo hoan toan FSH con lai, cac vi sinh
vét, va céc tap chét khac con lai trong cot dé ngin can qué trinh nhiém chéo. Theo mot
phuong an, co thé st dung natri hydroxit (NaOH), axit phospho, v.v., tuy nhién sang ché

khong gidi han & do.

10



44112 11/23

Céc protein cilia té bao chi can dugc loai bod ¢6 nghia 12 bao gbm tét ca cac tap chét
ngoai tru FSH cAn dugc tinh ché nhu duge mé ta & trén, va chiing c6 thé bao gdm khéng
chi ban than céc protein cua té bao chii ma con bao gdm ca ADN, céc yéu t6 phat trién
t€ bao, v.v. c6 ngudn gde tir té bao chu. Do d6, khi loai bé céc protein cia t€ bao chy,

chi ¢6 thé tinh ché protein dich véi do tinh khiét cao.

Theo sang ché, théng qua phuong phap tinh ché FSH tir budc (a) dén (c) (tic 12
quy trinh cdt ba budc), cubi ciing c6 thé tinh ché FSH c6 d6 tinh khiét cao va ning suét

cao trong d6 cac tap chat, cu thé 1a cac protein ciia t€ bao chu dugc loai bé hiéu qua.

Trong séng ché nay, sau céc buéde tir (a) dén (c), con cb thé thuc hién bat ky quy
trinh duoc chon tir quy trinh c6 déc va thdm tach va quy trinh loc, tuy nhién sing ché
khong bi gidi han ¢ d6. Ngoai ra, cé thé bao gdm quy trinh loc virut va quy trinh trao
ddi chat dém véi dung dich dém géc (UF/DF), tuy nhién séng ché khong bi gi¢i han &
ds. |

Sau 1an tinh ché cudi cing, ham lugng cla cac protein té bao chu (HCP) c6 thé
ndm trong khoang 0,001 ppm (phan triéu) dén 50 ppm, cu thé 12 0,01 ppm dén 40 ppm,
0,1 ppm dén 30 ppm, 1 ppm dén 30 ppm, 3 ppm dén 25 ppm, va 5 ppm dén 20 ppm, va
cu thé hon 13 0,01 ppm dén 12 ppm, tuy nhién ham lugng cuia cc protein té bao chu
khong bi gii han & d6. Theo mdt phuong 4n cla sang ché, x4c nhan ring ham luong
cta cac protein té bao chii duge giam xubng mic dudi 200 ppm sau 1an tinh ché thir
nhét, it hon 50 ppm sau lan tinh ché thtt hai, va it hon 15 ppm sau khi 14n tinh ché thtr
ba (vi du 2-2). Cu thé, cho thiy ring ham lugng clia cac protein t€ bao chu it hon 12
ppm chi c6 thé dugc thé hién v6i ba budc ciia sic ky 4i lyc mién dich, sic ky tuong tac
ky nudc, va sic ky trao dbi anion theo tht ty ndy, va nhd d6 khing dinh hiéu qua vuot
troi cua sang ché (vi du 2-2). |

Phuong phép néu trén co thé dé can bing cot bang cach st dung dung dich dém co6
do pH tir 7-8 trude khi bom mﬁu trong cac budc tir (a) dén (c) néu trén. Dung dich dém
c6 thé 13 bat ky mot hoiic nhiéu dung dich dugc chon tir nhém bao gém Tris, PBS, 3-
morpholinopropan-1-sulfonic axit (MOPS), sulfonat, 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-
1-yl]etansulfonic axit (HEPES), TES, va phosphat, va cu thé 1a Tris, tuy nhién dung dich
dém khong bi gidi han & do.

Ngoai ra, trong cac budc tir (a) dén (c) ctia phuong phap néu trén, budc rira mot

11
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hosc nhiéu 14n ¢6 thé dugc thurc hién bing cach sir dung dung dich rira c6 d6 pH tir 4-8.
Didu nay 13 dé loai bd céc tap chit co ban khéi chét 16ng nudi ciy va dé ting do tinh
khiét ctia mAu. Dung dich rira c6 thé 13 dung dich bao gbm bét ky mot hodc nhiéu mudi
duoc chon tr nhém bao gdm natri phosphat, kali clorua, magie clorua, kali phosphat,
natri clorua, Tris, axit 3-morpholinopropan-1-sulfonic (MOPS), PIPES, 2-[4-(2-
hydroxyetyl) piperazin-1-yl] axit etansulfonic (HEPES), xitrat, axetat, suxinat, natri
xitrat, natri axetat, natri suxinat, natri sulfat, amoni sulfat, amoni clorua va/hodc magie

clorua, tuy nhién dung dich rita khong bi gi¢i han ¢ do.

FSH duoc phan tich bing phwong phap tinh ché theo sang ché c6 thé dé cap dén
phuong phap c6 do tinh khiét tir 90% trd 1én, t5t hon 1a t6i thidu 90%, t6i thiu 91%, t6i
thibu 92%, t6i thidu 93%, t6i thidu 94%, t5i thidu 95%, t6i thiéu 96%, t6i thiéu 97%, ti
thidu 98%, hoic t6i thidu 99%, va t5t hon nita 14 t6i thiéu 99%, tuy nhién d6 tinh khiét
ctia FSH khéng bi giéi han & d6. Nhu duge sir dung & ddy, thuét ngit “do tinh khiét” c6
nghta 13 FSH tinh khiét trong d6 cac tap chét dugc loai bo. Vi dy, néu do tinh khiét 1
92%, 8% con lai 13 cc tap chét. Hon nita, d6 tinh khiét c6 thé chi don gian thé hién do
tinh khiét ciia vat liéu duoc phén tach tir dung dich rira giai, tuy nhién % cua 4o tinh

khiét cudi cing c6 thé thay ddi tiry thudc vao do tinh khiét cia mau dugc nap.

Ngoai ra, dé tinh khiét cia FSH c6 thd dugc phan tich théng qua phan tich sic ky
16ng hiéu nang cao (High Performance Liquid Chromat.ography: HPLC), dién di dung
trén gel poly-acrylamit c6 st dung natri dodexcyl sulfat (sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE), v.v. sau khi tinh ché tir dich rira giai,
tuy nhién phuong phéap phén tich khong bi gi6i han & do.

Theo phuong an nay, xac nhén rang san luong cudi cing 12 t&t nhat va ham lugng
clia céc protein té bao ch (host cell protein: HCP) 13 thip nhét khi quy trinh dugc thuc
hién theo thtr tw IAC -> HIC -> AEX, la phuong phép tinh ché cta séng ché. Nhiing két
qua nay khong chi xac nhan rang hiéu sut tinh ché tang khi s lugng séc ky duoc thuc
hién ting 1én, ma con cho thdy rang hiéu quéi tinh ché khac véi theo tiing qua trinh thy

vthu(f)c vao cach qua trinh dugc thuc hién mic du ba loai sic ky giéng nhau (ttc 13, sac
ky 4i luc mién dich, ky nudce sic ky tuong tac, va sic ky trao d6i anion) dugc st dung

trong mdi qua trinh.

Ngoai ra, FSH dugc tinh ché bang phwong phap tinh ché theo sang ché c6 thé dugc

12
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st dyng lam protein diéu tri. Nhu dugc st dung & day, thuit nglt “protein diéu tri” 12

thuat ngit chung cho céc protein thudng dugc sir dung trong y sinh hoc, c6 nghia la

protein ¢ cAc hoat tinh sinh ly khac nhau. Hoat dong sinh ly c6 nghia la hoat dong didu

chinh biéu hién di truyén va céc chic ning sinh ly d& didu chinh c4c tinh trang bt

thuong do thiéu hut hodc tiét qua nhiéu cac chit lién quan dén diéu hoa chtc ning in

vivo, va né c6 thé bao gdbm cac phuong phap diéu trj protein thong thuong.

Vi du thwe hién ciia sang ché

Sang ché s& duge mo ta chi tiét du6i ddy dua trén cac hinh v& kém theo. Tuy nhién,

cac vi du nay chi nhim muc dich minh hoa va pham vi bao h cia sang ché khong bi

giéi han béi céc vi du nay.

Vidu 1: Qua trinh tinh ché

Vidul-1: Thi tir cua qua trinh tinh ché

Bang 1
Thir nghiém s6 Cot thir nhét Cot th hai Cot thir ba
1 IAC - -
2 IAC HIC -
3 IAC HIC AEX
4 IAC AEX -
5 IAC AEX HIC
6 HIC - -
7 HIC AEX -
8 HIC AEX IAC
9 HIC IAC -
10 HIC IAC AEX
11 AEX - -
12 AEX IAC -
13 AEX IAC HIC
14 AEX HIC -
15 AEX HIC IAC

Nhu duge mé ta & trén, dé toi wu héa céc budc tinh ché va trinh tu cia qua trinh

dbi v6i FSH, protein FSH dugc tinh ché bang 15 phuong phép tinh ché khac nhau. Tiy

thudc vao thit nghiém, qua trinh tinh ché dugc thuc hién dén budc 1, bude 2, hodc buéde

13
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3, va chét 16ng tinh khiét ciia mbi budc duge thu thap.

Vi chét 16ng tinh khiét trong mdi budc duge st dung lam méau nap cho budce sau,
viée xir Iy trudce (vi dy, pha lodng hodc trao ddi chét dém cho quy trinh AEX; va bd sung
mubdi cho quy trinh HIC, v.v.) ¢6 thé dugc thuc hién khi cin thiét. Tt ca cac diéu kién
cta qua trinh co ban dé tinh ché IAC, HIC, va AEX déu duoc 4p dung theo cing mot

cach.

Vidu l-

2: Céc didu kién tinh ché cho timg budc

Céc chat dém dugc st dung trong mdi qua trinh tinh ché va cac diéu kién qué trinh

cu thé dugc tom tit trong cic bang tir bang 2 dén bang 4 duéi day.

Bang 2: Qua trinh IAC
Buédc Chét dém dugc sir dung Dung tich bom (CV)
Can bang [20 mM Tris (d6 pH 7,6) 7
Bom mau chéi’t léng' nuoi cdy hoic chit 1éng tinh khiét & )
budc trude
Can bang [20 mM Tris (46 pH 7,6) 5
Rtal |5 mM Tris (46 pH 7,6) 7
Rira2 20 mM Tris (40 pH 7,6)/1 M NaCl 5
Rua3 [20 mM Tris (d6 pH 7,6)/0,2 M MgCl, 7
Rura giai  [20 mM Tris (d6 pH 7,6)/2 M MgCl, 7
CIP 0,5 M axit acetic 5
Bang 3: Quaé trinh HIC
Budc Chét dém dugc sir dung Dung tich bom (CV)
Céan bang [20 mM Tris (46 pH 7,6)/2 M NaCl 5
Bom mau chélt l()ng' nudi ciy hoic chat 1éng tinh khiét & )
budc trude
Can bing [20 mM Tris (46 pH 7,6)/2 M NaCl 3
Rira gidi 20 mM Tris (d6 pH 7,6) 10
Téaitao |WFI 5
CIP 0,5 N NaOH 5
Bang 4: Qua trinh AEX
 Budc Chét dém dugc sir dung Dung tich bom (CV)
Can bang [20 mM Tris (46 pH 7,6) 5

14
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~ |chit 16ng nudi cy hodc chat 1éng tinh khiét &
Bom mau . . -
budgc trude
Can bang [20 mM Tris (406 pH 7,6) 3
Rura 30 mM natri axetat (49 pH 5,6) 10
Cén bang [20 mM Tris (46 pH 7,6) 5
Rira giai 20 mM Tris (d¢ pH 7,6)/0,1 M NaCl 10
CIP 0,5 N NaOH 5

Vi du 2: Xé4c nhan céc két qua tinh ché

Vidy 2-1: Cac két qua ciia san lugng

Céc phép phan tich dinh lugng duogc thuc hién lién quan dén cac protein trong cic

chét 16ng nudi cdy va chit 16ng tinh khiét bang cach str dung thiét bi phén tich Octet Qk.

Phuong phap st dung Octet Qk 14 phwong phap phan tich dinh lugong st dung phén tng

khang nguyén/khang thé, va chi c6 thé dinh luong protein dich. Phuong phap phén tich

nhu sau.

On dinh chét cam tmg sinh hoc bang céch sir dung chit dém dong luc hoc (Kinetics

buffer) (Pall-ForteBio).

Thuc hién cb dinh béng cach st dung chat dém dong luc hoc va khang thé khéang

FSH dugc danh d4u sinh hoc.

Dinh lugng tung mau dugc pha lodng thich hop véi chit dém dong luc hoc. Thuc

hién vi€c téi tao béng cach st dung chat dém (20 mM Tris-HCI, d6 pH 7,6, 1,7 M MgCL).

Thuc hién trung hoa béng cach st dung chit dém dong luc hoc.

Sau do6, dinh lugng chét l6ng tinh khiét tir mbi budc va phan tich san lugng.

Céc san lugng cudi cling theo tht tw cta qué trinh tinh ché dugc tom tit trong bang

5.
Béang 5
Truong hop Thi tu cia qua trinh tinh ché San lugng cubi cling (%)
1 IAC -> HIC -> AEX 66,7
2 IAC -> AEX -> HIC 57,3
3 HIC -> AEX ->1AC 4,2
4 HIC ->IAC -> AEX 11,2
5 AEX ->IAC ->HIC 54,6

15
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6 AEX ->HIC > IAC 49,4

K ét qua 13, xdc nhan ring san luong cubi cing 12 tdt nhét khi qué trinh duoc thuc
hién theo thir tw IAC -> HIC -> AEX (truong hop 1) la phuong phép tinh ché cta sang
ché. Két qua nay xac nhin rang hiéu qua tinh ché khéc nhau theo timg qua trinh tuy
thudc vao thir tr ma quy trinh dugc thyc hién méc du cac loai séc ky giéng nhau (ttc 13,
sic ky 4i luc mién dich, sic ky tuong tac ky nudc, va sic ky trao dbi anion) dugc sir
dung trong mdi qua trinh, va qua trinh dugc thyc hién theo thi tw IAC -> HIC -> AEX
1a yéu td quan trong nhét.

Vi du 2-2: C4c diéu kién phan tich HCP va c4c két qua phan tich

Nhu buée tién xit Iy dé phan tich ham lugng HCP, chét 1ong tinh khiét dugc cb
dic voi nude tinh khiét va chét dém dugc trao dbi sir dung phwong phép ly tAm véi bd
loc 1y tAm Amicon. Phén tich dinh lugng céc protein trong cac mau trong d6 dém dugc
trao dbi duoc thyc hién bang thiét bj phan tich Octet Qk cuia Vi du 2-1. Phén tich ham
lugng HCP dugc thuc hién b@fmg cach st dung chét long tinh khiét dugc co dic va trao
dbi chat dém. Phan tich HCP duogc thuc hién bing cach sir dung b kit “Thé hé thir 3
protein té bao chi CHO” (Cygnus). Phuong phap phén tich nhu sau.

Pha lodng timg mau thich hgp bing chit dém pha lodng sao cho ham lwong HCP
trong mau nam trong dai tiéu chudn.

Nap chit chéng CHO:HRP vao dia giéng vé6i lugng 100 pL cho mdi dia giéng.

Nap mau chuin va mdi mau vao mdi dia giéng vai lugng 50 pL cho mbi dia giéng
vi dé chiing phan tmg & 24+4°C véi tbe d6 tir 400 vong/phut dén 600 vong/phit trong
hai gio.

Loai bo céc chit phan tng va rira bang dung dich dém rira bdn 1an.

Nap chéit nén TMB vao dia giéng véi lugng 100 pL mbi giéng va cho phép phan
tmg & 2444°C trong 30 phut.

Dung phéan ung bang cach thém dung dich dirng phan @ng vao dia giéng véi lugng
100 pL cho mdi dia giéng.

Tinh ham lugng HCP cho mbi qua trinh tinh ché theo don vi ppm (phén triéu) bang

cach str dung gia tri dinh lugng cta protein dich va ham lugng HCP do duoc.
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Béng 6
~o | Thir e ol qué winh I?et i‘}‘li‘tl lcé‘f’g‘ Eﬂﬁg HCP HCP

nghiém tinh ché khiét (mg/mL) (ng/mL) | (vong/phut)

0| Chat }‘I’{“ggl‘j)‘” cdy 0,0113 95110,1 | 8416823,0

1 TAC 1,0685 190,6 178,4

2 TAC->HIC 1,0984 36,7 334

3 TAC->HIC->AEX 1,1875 12,6 10,6

4 IAC>AEX 1,0377 96,2 92,7

5 IAC->AEX->HIC 0,9506 55,0 57,9

6 HIC 02362 1914100,5 | 8103727,8

7 HIC>AEX 0,5244 24031259 | 45826199

8 HIC->AEX->IAC 0,4288 1392,8 | 32481

9 HIC>IAC 0,8382 815,0 972,3

10 HIC->IAC->AEX 0,5981 176,3 2948

11 AEX 2,159 11761441,5 | 5445363,9

12 AEX->IAC 0,0887 896,4 906,6

13 AEX->TAC->HIC 0,5316 96,1 1808

14 AEX->HIC 3,2517 41781712 | 1284919,0

15 AEX->HIC->IAC 1,3911 12828 | 9221

Két qua 13, ham lugng HCP 1a thép nhat khi qua trinh dwoc thyc hién theo thtr tu
IAC -> HIC -> AEX (thit nghiém sé 3) 1a phuong phép tinh ché theo sang ché. Ngoai
»ra, x4c nhan rang ham lugng HCP thap hon khi st dung nhiéu loai sic ky so véi khi sir
dung sic ky riéng 1&. Tt nhitng két qua nay, x4c nhan rang hiéu qua tinh ché khéng chi
tang khi s6 luong sic ky ting 1én, ma con khac nhau theo timg qua trinh tury thudc vao
tht ty ma qué trinh duge thyc hién mac du ba loai séc ky giéng nhau (ttc 13, sic ky &i
Iyc mién dich, sic ky tuong tac ky nudc va séc ky trao dbi anion) dugc sir dung trong
mdi qud trinh.

Cu thé, c6 thé thdy ring ham lugng HCP c6 thé khac nhau khoang nhiéu hon 3.000
14n giita qu4 trinh trong d6 viéc tinh ché dugc thuc hién theo thi ty HIC-> AEX->JAC
(thr nghiém sb 8) va qua trinh trong d6 viéc tinh ché duoc thuc hién theo thir tw IAC -
> HIC -> AEX la phuong phéap tinh ché cta sang ché, mic du ba loai sic ky gidng nhau
(tirc 13, sic ky 4i luc mién dich, sic ky tuong tac ky nude, va sic ky trao ddi anion) dugc

str dung trong ca hai quy trinh. Cac két qua nay cho thdy rang thir tu qua trinh 12 yéu td
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quan trong nhét trong phuong phap tinh ché cua sang ché.
Viduy 2-3: Cac két qua phén tich do tinh khiét bing SE-HPLC

Thir nghiém dugc thuc hién d& phén tich do tinh khiét cua FSH thong qua phén
tich SE-HPLC. Axetonitril dugc thém vao dung dich natri phosphat dé diéu ché pha
dong co d(f) pH 7. Sau do6, cot dugc can b'flng va mau dugc bom vao d6. B tinh khiét
dugce xac nhan dua trén cac dinh thu dugc béng cach cho chay du qua pha dong. D¢ tinh

khiét cho mdi bude tinh ché nhu dugc thé hién trén Fig.1.

Nhu duoc thé hién trén Fig.1, x4c nhan ring d6 tinh khiét ciia dinh chinh (tic 13,
dinh dime (dimer)) ting 1én khi qu4 trinh tinh ché dugc thuc hién tiép tuc.

Vi du 2-4: K&t qua phén tich ham lugng oxit bang RP-HPLC

Thir nghiém dugc thuc hién dé phan tich ham lugng oxit cia FSH thong qua phan
tich RP-HPLC. Pha dong (B) v6i do pH 2,5 dugc diéu ché bang cach thém axetonitril
vao pha dong kali phosphat (A) va kali phosphat. Sau d6, ¢4t dugc can bing va mau
duoc bom vao d6. Ham lugng oxit dugc xac nhén bang céc dinh thu dugc bang cach
cho chay hai pha dong trong diéu kién gradien ndng d6. Ham luogng oxit cho mdi budce

tinh ché dugc thé hién trén Fig.2.

Nhu duoc thé hién trén Fig.2, x4c nhan r'fmg khi qué trinh tinh ché tiép tuc, do tinh
khiét ting 1én trong khi dinh oxit ha xudng. '

Dua trén phin mo ta & trén, nhitng nguoi c6 hiéu biét trung binh trong cling linh
vuc k¥ thuét s€ hiéu réng sang ché ¢6 thé dugc thuc hién dudi cac hinh thirc cu thé khac
ma khéng vuot khéi nguyén ly k¥ thuat hodc cac dac diém co ban cua sang ché. Trong
truong hop ndy, cac phuong an vi du duge mo ta & trén chi nhdm muc dich minh hoa va
khong dugc hiéu 13 gi6i han pham vi bao hd clia sing ché. Nguoc lai, sang ché nhim
muc dich khong chi dé cap dén cac phuong 4n vi du ma con bao gbm cac thay ddi, sta
dbi, cac phuong 4n twong duong va khac nita déu thudc nguyén ly va pham vi bao ho

ctia sang ché nhu duge xéac dinh bdi cac yéu cau bao ho kém theo.
Hiéu qua dat dwoc cilia sdng ché

Theo phuong phép tinh ché cua sang ché, bing cach sip xép hidu qua tht ty cta
qua trinh tinh ché, c6 thé ting hiéu qua hoat ddng ciia qué trinh ddng thoi cai thién nang

suit FSH va t6i da hoa kha ning loai bo céc tap chit.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phép tinh ché hormon kich thich nang (follicle-stimulating hormon: FSH)

dugc thyuc hién theo thi ty cac budce sau day:
(a) thyc hién phép sdcky 4i luc mién dich (immunoaffinity chromatography: IAC);
(b) thuyc hién phép sic ky tuong tdc ky nudc (hydrophobic interaction
chromatography: HIC); va
(c) thyc hién phép sic ky trao ddi anion (anion exchange chromatography: AEX),
trong d6 phép séc ky 4i lyc mién dich (IAC) bao gbm budc rira giai duge thuc hién
bang dung dich rira giai c6 pH nam trong khoang 7 ho#c cao hon va 8 hodc thap hon.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phép sic ky trong mdi budce (a) dén (c) chi duoc
thuc hién mot 14n va khong thuc hién thém séc ky bd sung.
3. Phwong phép theo diém 2, trong d6 phép sic ky bd sung 1a mot hoic nhiéu sic ky
dugc chon tir nhém bao gém séc ky loai trir kich thudrc, sic ky ai luc thubc nhudm, sic
ky pha ddo nguoc, va séc ky trao dbi cation.
4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phép séc ky trong mdi budc con bao gbm thye
hién thém mot hodc nhiéu buéc dugc chon tir budc bom mau, budc can b%mg, budc rira
va bube rira giai. |
5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phép sic ky 4i luc mién dich (IAC) dugc thuc
hién bang cach str dung nhya c6 dic tinh lién két dic hiéu v6i hormon kich thich nang
(FSH).
6. Phuong phap theo diém 4, trong d6 viéc rira giai trong bude (a) dugc thyc hién mot
hozic nhiéu 1an bing cach sir dung dung dich rira gidi c6 do pH trong khoang 7 hodc cao
hon va 8 hodc thip hon.
7. Phuong phép theo diém 6, trong d6 dung dich rira giai trong buéc (a) 1a bét ky mot
hodc nhiéu dung dich dugc chon tir nhom bao gém Tris, PBS, 3-morpholinopropan-1-
sulfonic axit (MOPS), sulfonat, 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonic axit
(HEPES), TES, phosphat, va isopropanol.
8. Phuong phéap theo diém 6, trong d6 dung dich rira giai trong budc (a) c6 ndng do mol

trong khoang tir 2 mM dén 50 mM.
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9. Phuong phap theo diém 6, trong d6 dung dich rira gii trong budc (a) bao gbm bét ky
mdt hodic nhidu mudi dugc chon tir nhém bao gbm natri sulfat, natri clorua, amoni sulfat,
amoni clorua va magie clorua.

10. Phuong phap theo diém 6, trong d6 dung dich rira giai trong budc (a) c6 ndng dd
mudi trong khoang 0,1 M hoic cao hon va 3 M hodc thip hon.

11. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich rira giai & bude (a) bao gbm bt ky
mot hodc nhiéu mudi duge chon tir nhém bao gém natri sunfat, natri clorua, amoni sunfat,
~amoni clorua va magie clorua.

12. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich rira giai & budce (a) co ndéng d6 mubi
trong khoang 1,5 M hoéc cao hon va 2,5 M hodc thap hon.

13. Phuong phép theo diém 4, trong d6 viéc rira giai & bude (c) duoc thuc hién bang
cach str dung dung dich rira giai c6 d6 pH trong khoang 4,5 hodc cao hon va 6,5 hogc
thip hon.

14. Phuong phép theo diém 13, trong d6 dung dich rira giai & budc (c) bao gdm bt ky
mot hodc nhiéu chit dugc chon tir nhém bao gém xitrat, axetat, suxinat, natri xitrat, natri
axetat va natri suxinat.

15. Phuong phép theo diém 13, trong d6 dung dich rira giai & bude (c) c6 ndng d6 mol
trong khoang 20 mM dén 40 mM.

16. Phuong phap theo diém 1, trong d6 truéc khi nap mau hormon kich thich nang (FSH)
gitta cac budc (a) dén (c), cot sic ky duogc can bang bang cach sir dung chét dém c6 do
pH trong khoang 7 hodc cao hon va 8 hodc thap hon.

17. Phuong phép theo diém 4, trong d6 viéc rira giai & bude (c) duge thuc hién bang
cach sir dung dung dich rira giéi c6 do pH trong khoang 7 hodc cao hon va 8 hodc thip
hon.

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 dung dich rira giai & budc (c) bao gbm bét ky
mot hodc nhiéu mubi dugc chon tir nhém bao gE‘)m natri sunfat, natri clorua, amoni sunfat,
amoni clorua va magie clorua.

19. Phu’ong phap theo diém 17, trong d6 dung dich rira giai & budc (c) c6 ndng d6 mubi

trong khoang 0,5 M hodc cao hon va 0,2 M hoic thép hon.
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20. Phuong phap theo diém 1, trong d6 hormon kich thich nang (FSH) dugc tinh ché
bing phwong phap theo diém 1 c6 do tinh khiét, trong do tri s& HCP (protein t€ bao chit)

1a 50 ppm hodc it.
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