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vacxin ¢6 d6 tinh khiét cao va hiéu suat cao sir dung séc ky ai luc chira nhya ai luc virut
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Linh vuc k¥ thuit dwoe dé cap

Sang ché @& cap dén cac phuong phép phén 14p va tinh sach virut vacxin st dung
sdc ky 4i luc, va cu thé 13, cdc phuong phap phan 14p va tinh sach virut c6 kha néng thu
duoc virut vacxin cé do tinh khiét cao va hiéu suét cao st dung sic ky 4i luc chira nhya
ai luc voi virut.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Trong nudi ciy virut vacxin st dung céc té bao c6 ngudn gdc tir cac loai khac ngoai
con ngudi 1am céc té bao chu, cAn thiét phai loai bé cac vat chét c6 ngudn gbc tir té bao
chu. Trong linh vyc k¥ thuét li€én quan dé loai bd cac vat chit c6 ngudn gde tir té bao
chu d3 st dung cac phuong phap ly tdm gradien mat do duong, séc ky phén tach theo
kich thuéc, hodc sic ky trao ddi ion. Do cac phuong phéap thong thuong duge sir dung
trong tinh sach virut, cac phuong phap nay dugc sit dung nhidu hon phuong phap sic

ky &i luc badi vi cac phuong phap nay dé dang 4p dung véi bét ky loai virut nao.

Phuong phép ly tAm gradien mat d duong 1a phuong phap tinh sach cac virut su
dung su chénh 1éch mét do dugc thuc hién bang cach str dung dudng, va 1a phuong phép
truyén théng va lau doi nhét, 13 phwong phép trong d6 duge st dung nhiéu nhét trong
giai doan dAu ctia cic nghién ctru, do khong yéu cAu c4c nghién ctru qu4 trinh riéng biét.
Pé tng dung phuong phap trong giai doan san xuét cong nghiép, can yéu ciu bd sung
c4c thiét bi dét tién, va qua trinh nhu qua trinh tham tich hodc séc ky phan tach theo kich
thuéc dé loai bo dudng cin bd sung, va do d6 c6 nhuge diém 12 kéo dai tong thoi gian
qué trinh. Phuong phap ciing duoc béo cao trong nghién ciru ring d6 nhét va ap suit
thAm thAu cao cua duong tac dong dén cac protein 1ay nhiém cta virut lam gidm hiéu

suit virut tdng thé cua qué trinh (Peng HH ez al. (2006) Anal Biochem, 354(1):140-147).

Phuong phap séc ky phan téch theo kich thudc 1a phuong phap khong bi anh hudng
do su thay ddi protein hodc ap suét thim thau, va trong k¥ thuat truée day (patent Trung
Quéc s CN101695570B, CN101780278B), di boc 16 vacxin b bat hoat cia bénh tay-
chdn-miéng da duogc diéu ché str dung phuong phap sic ky phan tach theo kich thuéec.
Tuy nhién, trong phuwong phap sdc ky phan tach theo kich thudce, do qua trinh ¢d déc qua

mure lién quan nhu qua trinh tién xt 1y, c6 nhugc diém & cho cau tric virut bi pha v& do
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qua trinh ¢6 dac, hodc hiéu suét bj giam do bd sung ctia qué trinh. Ngoai ra, trong phuong
phap sic ky phan tach theo kich thudc, do gidi han trong viéc mé rong quy mo, viéc ap
dung phuong phép nay tuong d6i d& dang trong cac giai doan nghién ctru, nhung c6 han

ché trong viéc 4p dung trong quy mo sén xuét hang loat trong cong nghiép.

Céc nghién ctru dugc tién hanh st dung séc ky trao dbi ion c6 thé dugc sir dung
v6i thé tich mAu virut bt ky (patent Trung Quéc s6 CN101695570B, Ashok Raj Kattur
Venkatachalam et al. (2014) Virology Journal, 11:99). Hau hét cac nghién ctru duge
tién hanh biang phuong phép hidp phu virut voéi nhwya mang dién tich, nhu
dietylaminoetyl: DEAE, va sau d6 rira giai virut da hép phu vé6i dung dich dém c6 ndng
d6 mubi cao. Tuy nhién, dé sir dung séc ky trao dbi ion, cAn yéu ciu qué trinh thdm tich
dé ha thip ndng d6 mudi ciia miu, va c6 nhugc diém & chd 1am giam hiéu suét do bd
sung ciia qua trinh. Ngoai ra, do virut ngoai protein don con chira céc loai protein khac
nhau, virut c6 cac dién tich khac, va do do can yéu ciu nghién ciru qu4 trinh dé duy tri
didu kién rtra giai virut. Ngoai ra, phuong phép con c6 nhugc didm & chd tap chét c6 céc
dién tich gidng véi virut c6 thé duoc rira giai ciing ching.

Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Xuét phat tir cac han ché con ton tai néu trén trong k¥ thudt hién c6, cdc tac gia
sang ché da nd lyc tim kiém phuong phap dé tinh sach virut vacxin c6 d¢ tinh khiét cao
va hiéu suét cao, va két qua 13, ho da phat hién ra phuong phép tinh sach c6 kha ning
thu dugc virut vacxin cé 49 tinh khiét cao va hiéu suét cao khi st dung sdc ky 4i luc, tir
d6 hoan thanh sang ché.

Muc dich cta sang ché 14 @ xut phuong phap tinh sach virut vacxin bao gbm: (a)
nap mau c6 chira virut vacxin 1én cot séc ky 4i lyc chira nhua 4i luc v6i virut; (b) rira cot
sic ky 4i luc v6i dung dich rira; va (c) thu hdi virut vacxin mong mudn tir cot sdc ky i
luc st dung dung dich rira giai.

Muc dich khac cua sang ché 13 d& xuét virut vacxin da tinh sach theo phuong phap
tinh sach.

Hiéu qua dat dugc cua sang ché

Theo phuong phép tinh sach cua sang ché, trong khi hau hét tap chit khic ngoai

virut vacxin mong muon dugc loai bo, virut vacxin c6 thé duoc tinh sach c6 d¢ tinh
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khiét cao va hidu suat cao phi hop dé san xut hang loat.
Mo ta viin tit cic hinh vé

Fig.1 12 so ¢ minh hoa quy trinh thyc hién phuong phép tinh sach theo sang ché;

Fig.2 va Fig.3 1a cac biéu dd thé hién két qua qua trinh tinh sach virut vacxin st
dung nhya Capto™ DeVirS chira dextran sulfat;

Fig.4 va Fig.5 1a cac biéu dé thé hién két qua qua trinh tinh sach virut vacxin sir
dung nhya HiTrap Heparin chita heparin;

Fig.6 va Fig.7 1a cac biéu dd thé hién két qua qua trinh tinh sach virut vacxin st
dung nhya Fractogel DEAE;

Fig.8 va Fig.9 1a cac biéu dd thé hién két qua qua trinh tinh sach virut vacxin st
dung nhya Fractogel TMAE; va

Fig.10 va Fig.11 1a cac biu d6 thé hién két qua qué trinh tinh sach virut vacxin sit
dung nhya CIM DEAE.

Mb ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& dugc md ta chi tiét.

Tuy nhién, mbi phan mo ta va phuong 4n dugc b 19 trong séng ché ciing c6 thé
duoc tng dung véi mdi phan mb ta va phuong 4n khac. Ttc la, tht ca su két hop ctia cac
thanh phan khac dugc boc 10 trong sang ché thudc pham vi bao hd cia sang ché. Ngoai
ra, pham vi bio ho ctia séng ché khong bi gi6i han bsi phdn mé ta chi tiét dudi day.

Ngoai ra, ngudi co hiéu biét trung binh trong cung linh vuc k¥ thuét c6 thé nhan
ra hodc x4c dinh cic phuong 4n tuong duong voi cac phuong an cu thé cua sang ché
dugc mo ta trong sang ché bang céch chi st dung thir nghiém thong thudng. Ngoai ra,
cac phuong 4n twong duong nay dugc bao gdm trong sang ché.

Fig.1 1a so dd thé hién vi du cta quy trinh thyc hién phuong phép tinh sach cia
sang ché.

Tham chiéu trén Fig.1, sang ché @ xuit phuong phdp tinh sach virut vacxin bao
gém: (a) nap mau chira virut vacxin 1én cot séc ky 4i lyc chira nhya ai luc véi virut; (b)
rira cOt sdc ky 4i luc v6i dung dich rira; va (c) thu hdi virut vacxin mong mudn tir cot

sic ky 4i Iuc st dung dung dich rira giai.
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MB&i buéc cua phuong phap tinh sach virut vacxin s& duge mo6 ta chi tiét nhu sau.
PAiu tién, bude (a) 1a budc nap miu chia virut vacxin 1én cot sac ky ai luc chira nhua ai

luc véi virut.

Chi cdn miu cé chira virut vacxin chira virut vacxin thi khong bi han ché vé vat
liéu va cac phuong phap san xuét. Cu thé 13, mAu c6 chira virut vacxin ¢6 thé bao gbm
virut duong rudt, nhung sang ché khong bi gi6i han tai déy. M3u c6 thé duoc diu ché
tir cac té bao chu khac ngoai té bao ngudn gdc con ngudi, nhung sang ché khong bi gi6i

han tai day.

“Sic ky ai lyc” duge st dung trong sang ché 1 phuong phap sdc ky str dung vat
lidu lién két véi protein ddc hi€u c6 4i luc. Vit ligu lién két vé6i protein dic hiéu c6 ai
luc 1a vt liéu trong d6 nhoém chirc dugce tiép hop véi vat liéu polymeric, va lién két v6i

vat liéu c6 4i luc dugce hoa tan trong dung dich phén cuc ho#c khong phén cuc.

Pé dat dugc muc dich cla sang ché, sic ky 4i luc c6 thé 1a sic ky 4i luc chira nhua
ai luc vai virut vacxin. Cu thé 13, sic ky c6 thé duoc thuc hién st dung nhya c6 kha ning
lién két dac hiéu véi protein virut vacxin. Vi du, nhua éi lyc virut vacxin c6 thé bao gém
it nhat mot nhom duge lya chon tir nhém bao gém dextran sulfat, heparin, va hdn hop
ctia ching. Vi du, nhya &i lyc véi virut vacxin bao gbm Capto™ DeVirS (GE
Healthcare) va HiTrap Heparin (GE Healthcare), nhung sang ché khong bi gi6i han &
cac nhué nay, va bét ky nhwa c6 kha nang lién két ddc hiéu véi protein virut vacxin c6

thé dugc thuc hién.

Vi dy, nhua Capto™ DeVirS c6 chira dextran sulfat, nhua HiTrap Heparin c6 chira

heparin, va cac nhya c6 lién két dac hi¢u véi protein virut vacxin.

Theo mot phuwong an, trude khi nap mau c6 chira virut vacxin trong buéce (a), cot
¢6 thé duge can bang véi dung dich can bang c6 do pH trong khoang tir 7,5 dén 8,0. Cu
thé 13, dung dich can bﬁng 6 thé bao g(“)m it nhAt mot mubi dugce lua chon tir nhém bao
gbm natri phosphat, natri clorua, Tris-HCI, 2-(N-morpholino)etansulfonic axit (MES),
3-morpholinopropan-1-sulfonic axit (MOPS), PIPES, kali phosphat, kali clorua, va 2-
[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonic axit (HEPES), nhung sang ché khéng bi
gi6i han ¢ céc dung dich nay.

Theo mot phwong an, phuong phap ¢ thé con bao gém bude sic ky trao dbi ion,

¢6 dic, vahodc thim tich trude bude (a). Bude nay c6 téc dung lam tang d6 tinh khiét

4
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ctia mAu bang céach loai b cac tap chét trong mau c6 chira virut vacxin. Cu thé 13, trudce
budc (a), mau chira virut vacxin dugce cd dic va thdm tich, va sau khi thyc hiéﬁ trudc
qua trinh tinh sach bé&i sic ky trao ddi ion, mAu chtra virut vacxin c6 thé dugc nap lén
cot séc ky 4i lyc st dung nhua 4i luc. Bt k*y. thao tac nao dé loai bo cac tap chét so cép
ma khong lién két v6i nhya 4i lyc va tang cudng do tinh khiét ctia mu c6 thé dugc 4p

dung khong han ché.

Theo mdt phuong 4n, phuong phép tinh sach virut vacxin st dung sdc ky ai luc c6
thé khac biét & chd qué trinh cd dic hodc tham tich riéng r& khong dugc thuc hién trude
khi qué trinh sdc ky 4i lyc. Trong truong hop nay, co thé thu dugc két qua véi hidu sudt

cao va do tinh khiét cao véi quy trinh don gian.

Theo phuong phép tinh sach virut vacxin, budc (b) la bude st dung dung dich ria

véi cdt sac ky trén d6 da dugce nap mau, 13 budc rira mau véi dung dich rira.

Dung dich rira c¢6 do pH nam trong khoang tir 7,5 dén 8,0. Cu thé 13, dung dich rira
c6 thé chira it nhit mot mudi dugce lya chon tir nhém bao gém natri phosphat, natri
clorua, Tris, 2-(N-morpholino)etansulfonic axit (MES), 3-morpholinopropan-1-sulfonic
axit (MOPS), PIPES, kali phosphat, kali clorua, va 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-
yl]etansulfonic axit (HEPES), nhung sang ché khong bi gi¢i han & cac dung dich nay.

Dé dat dugc muc dich cia sang ché, trong buédce (b), cac tap chit ma khong lién két

ddc hiéu vé6i nhua 4i lyc virut vacxin c6 theé duge loai b6 bang dung dich rtra.

Theo mdt phuong an, phuong phép tinh sach c6 thé con bao gdm budc rira troi cac
tap chét khong 4i lyc v6i nhua véi dung dich cén bﬁng sau buéc (a) hodc budc (b). Bude
ndy ¢6 thé dugc thuc hién it nhét mdt 1an, nhung thong thudng, c6 thé dugc thuc hién

khong han ché cho dén khi dat dugc trang thai can bﬁng.

Theo mot phuong 4n, phuong phép tinh sach ¢c6 thé con bao gdbm budc thuc hién
t4i can bang véi dung dich tai can bang trudc bude (a) hodc budce (b). Dung dich tai can
bang khong phan tng voi bétk}‘/ chét nao giita budc rira va bude rira gidi, chay trong
cing didu kién nhu dung dich can bang trong budc (a) tir d6 virut vacxin khong bi rira
gidi, va sau d6 tiép tuc chay trudc khi dung dich rira gidi chay @8 hoat dong nhu cau nbi

giita dung dich rira va dung dich rra giai.

Cu thé 13, dung dich ti cAn bang c6 thé c6 do pH trong khoang ttr 7,5 dén 8,0. Cu
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thé 13, dung dich tai can b%mg c6 thé chua it nhat mot mudi duge lua chon tir nhém bao
gbm natri phosphat, natri clorua, Tris-HCI, 2-(N-morpholino)etansulfonic axit (MES),
“3-morpholinopropan-1-sulfonic axit (MOPS), PIPES, kali phosphat, kali clorua, va 2-
[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonic axit (HEPES), nhung sing ché khong bi
gidi han & cac mudi nay. |
Trong phuong phép tinh sach virut, buéc (c) 12 bude thu hdi virut vacxin mong

muén tir ¢t sic ky 4i luc st dung dung dich rira giai.

Dung dich rira giai c6 46 pH nam trong khoang tix 7,5 dén 8,0. Cu thé 13, dung dich
rira giai c6 thé chua it nhét mot mudi duge lya chon tir nhém bao gbm natri phosphat,
natri clorua, Tris-HCI, 2-(N-morpholino)etansulfonic axit (MES), 3-morpholinopropan-
l-sulfonic axit (MOPS), PIPES, kali phosphat, kali clorua, va 2-[4-(2-
hydroxyetyl)piperazin-1-ylJetansulfonic axit (HEPES), nhung sang ché khong bi gisi

han & cdc muodi nay.

Ngoai ra, dung dich rira giai ¢6 thé chia tir 0,1 M dén 0,5 M natri clorua, nhung
cac mudi c6 thé tach virut vacxin mong muon tir ¢dt sac ky 4i luc c6 the duoc st dung

khong gidi han ndng do.

Virut vacxin mong mudn dugc tach ra st dung phwong phép tinh sach theo sang
ché ¢6 thé c6 @b tinh khiét t5i thidu 1a 88%, va tt hon 13, d tinh khiét t6i thiéu 1a 90%,
51 thiu 91%, t6i thidu 92%, t6i thidu 93%, t5i thiu 94%, t6i thiéu 95%, t6i thiéu 96%,
61 thiéu 97%, hodc téi thidu 98%, nhung khong bi gi6i han & day. Thut ngit “tinh khiét”
c6 nghia 1a virut vacxin tinh khiét tir d6 cac tap chit dugc loai bo, va vi dy, néu do tinh
khiét 1 92%, c6 nghta 12 8% con lai I tap chit. Ngoai ra, do tinh khiét c6 thé chi don
gian 1a d¢ tinh khiét cia chét duge tich ra tir dung dich da rira giai, nhung % do tinh

khiét cudi cung c6 thé khac nhau theo % d9 tinh khiét ctia mau da nap.

Thuit ngit “tap chét” 12 bat ky chat nao khac ngoai virut vacxin mong mudn, va vi
du, co thé chita ADN nguén géc tir vat chu, protein nguén géc tir vat chu, v.v., nhung
sang ché khong bi gii han & cac chét nay.

Ngoai ra, d0 tinh khiét ca virut vacxin c6 thé dugc phan tich bdi phuong phap xét
nghiém hip thy mién dich lién két v6i enzym (enzyme-linked immunosorbent assay:
ELISA) cu thé dugc cung cép dé do céc tap chét ngudn gbc tir vat chii tlr lugng protein

téng s6 ctia dung dich rira giai, nhung sing ché khéng bi giéi han & phuong phap nay,

6
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va tit nhién, do tinh khiét cua virut vacxin c6 thé dugc phan tich st dung CEX-HPLC,
SEC-HPLC, v.v..

Theo sang ché, tdt nhét 1 virut 13 virut dudng rudt, nhung sang ché khong bi gi6i

~ han & virut nay.

Ngoai ra, virut vacxin da tinh sach bang phuong phap tinh sach ctia sing ché c6
thé dugc st dung 1am vacxin hogc thanh phan gy mién dich, nhung sang ché khong bi
giéi han ¢ cac ng dung nay.

Muc dich khéac cua sang ché 1a @& xuét virut vacxin da tinh sach theo phwong phéap
tinh sach. Virut vacxin co thé duoc st dung lam vacxin hodc thanh phﬁn gdy mién dich,
nhung sang ché khong bi gi6i han & day.

Vi du thwe hién ciia sang ché

Sau ddy, sang ché s& dugc mo ta chi tiét thong qua cac phuong an vi du. Tuy nhién,

cac phuong an vi du chi nhim muc dich thé hién va khong hudng dén gi6i han pham vi

cla sang ché.
Vi du 1: Tinh sach st dung nhya Capto™ DeVirS chita dextran sulfat

Trong vi du 1, hiéu sudt tinh sach virut vacxin va ty 1¢ loai bo tap chét dugc xac

nhan st dung nhya CaptoTM DeVirS chira phéi tir dextran sulfat.

St dung 20 mM dém natri phosphat d6 pH 7,5 lam dung dich can biang va dung
dich rra (0 M natri clorua), va dung dich rira giai dugc diéu ché va st dung voi dung
dich dém c6 dd pH 7,5 trong do ndng d6 mol cla natri clorua c6 thé dat t6i 2 M trong

dung dich cén bang.

Truéc tién, mau chra virut vacxin c6 chira virut dudng rudt dugc nap 1én cdt, va
sau d6 qua trinh rira dugc thuc hién bing cach cho dung dich rira chay qua. Tiép theo,
dung dich rua giai ¢ ndng d6 mol cia natri clorua la tir 0 M dén 2 M duoc chay qua véi
gradien ndng do tuyén tinh, dung dich da rira giai duoc thu lai, va sau d6 ham lugng
virut vacxin duge do vai liéu gay nhiém 50% té bao (Tissue Culture Infective Dosage

50%: TCIDso), va do lugng ham lugng cia tap chét.

Cac Fig.2 va Fig.3 la cac biéu dd thé hién két qua qua trinh tinh sach virut vacxin

stt dung nhya Capto™ DeVirS chira dextran sulfat.
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Tham chiéu trén Fig.2 va Fig.3, da xac nhén ring luong 16n cac tap chét duoc loai
b6 khoi mAu da nap khi so sanh luong tap chét ctia mAu da nap véi lugng tap chit cia
dong chay ra (flowthrough: F/T). Ngoai ra, da x4c nhan ring hiu hét virut vacxin dugc
tinh sach ma khong lam mét virut vacxin khi so sanh ham lugng virut vacxin chira trong

mAu da nap voi ham lugng virut vacxin ctia dong chay ra (F/T).

Trong khi do, ndng d6 natri clorua cua dung dich rira gidi dugce téang tir 0 M dén 2
M dé thu cac phan doan twong Ung. Két qua 13, di xdc nhén rang khi phan doan dugc
thu trong ndng d6 mudi tir 0,1 M dén 0,9 M, t5t nhét 1 0,1 M dén 0,5 M, da loai bé dugc
luong 1én céc tap chét, va tuong tu, hau hét virut vacxin duogc tinh sach ma khdng lam

mat virut vacxin.

Vi duy, d4 xac nhan réng khi cac phan doan 3 va 4 dugc thu trong néng do mubi tir
0,1M dén 0,5 M, lugng virut vacxin dugc thu hoi 12 khoang 81,1%, va déng thoi, ty 1€
loai bd céc tap chét 12 khoang 97,7%, va do d6 ham lugng céc tap chét 1a rat thip so véi

cac phan doan khac.
Vi du 2: Tinh sach st dung nhya HiTrap Heparin chita heparin

Trong vi du 2, hiéu suét tinh sach virut vacxin va ty 1¢ loai bo tap chit dugc xéc

nhan stt dung nhya HiTrap Heparin chira phdi tir heparin.

Str dung 50 mM dém Tris-HCI d6 pH 8,0 lam dung dich can béng va dung dich
rira, va dung dich rira giai dugc diéu ché va st dung sao cho ndéng d6 mol cla natri

clorua dat dén 2 M trong dung dich cén bang.

Trudc tién, mau chira virut vacxin chtra virut duong rudt dugc nap 1én cdt, va sau
d6 qua trinh rira dugc thuc hién bang céach cho dung dich rira chdy qua. Tiép theo, dung
dich rira giai co ndéng dd mol cta natri clorua tir 0 M dén 2 M dugc chay qua voi gradien
n(‘A)ng do tuyén tinh, dung dich da rira giai duoc thu lai, va sau d6 ham luong virut vacxin
dugc do voi TCIDso, va do dugc ham lugng tap cht.

Fig.4 va Fig.5 1a cac biéu dd thé hién két qua qua trinh tinh sach virut vacxin st
dung nhya HiTrap Heparin chira heparin.

Tham chiéu trén Fig.4 va Fig.5, da x4c nhan réng mot Iugng 16n cac tap chét da
duoc loai bo khoi mAu da nap khi so sanh luong tap chét ciia m3u da nap v6i lugng tap

chét cua dong chay ra (F/T). Ngoai ra, dd xac nhan rang hau hét virut vacxin dugc tinh
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sach khong bi 1am mat virut vacxin khi so sanh ham lugng virut vacxin dugc chira trong

mAu da nap véi ham lugng virut vacxin cia dong chay ra (F/T).

Trong khi d6, ndng dd natri clorua cta dung dich rira giai dugc tang tir 0 M dén 2
M dé thu cac phan doan twong Gng. Két qua 13, dd xdc nhén rang khi phan doan dugc
thu trong khoang ndng d6 muéi tir 0,1 M dén 0,9 M, tét nhat 14 0,1 M dén 0,5 M, va tot
nhét 13 tir 0,1 M dén 0,3 M, d loai bé dugc lugng 16n céc tap chét, va ddng thoi, hau

hét virut vacxin dugc tinh sach khong 1am mat virut vacxin.

Vi du, dd xac nhan ring céc phan doan tr 4 dén 7 duoc thu trong khoang ndng do
mudi tir 0,1 M dén 0,5 M, lugng virut vacxin dugc thu hdi khoang 85,4%, va dong thoi,

ty 1€ loai bd cua cac tap chét 12 92,0%.
Vi du so sanh 1: Tinh sach sir dung nhua Fractogel DEAE

Trong vi du so sanh 1, hiéu suét tinh sach virut vacxin va ty 1€ loai bo tap chét

duoc x4c nhan st dung nhua Fractogel DEAE c6 chira dietylaminoetyl (DEAE).

Str dung 50 mM dém Tris-HCI d6 pH 8,0 1am dung dich can bang va dung dich
rtra, va dung dich rira giai duoc diéu ché va st dung sao cho ndng do natri clorua c6 thé

dat dén 2 M trong dung dich can bing.

Truéc tién, mau chira virut vacxin chtra virut duong rudt dugc nap 1én cdt, va sau
d6 qua trinh rira dugc thuc hién bang cach cho dung dich rira chay qua. Tiép theo, dung
dich rira giai dugc chay ra theo gradien ndng d6 tuyén tinh, dung dich d rra giai duoc
thu, va sau do ham lugng virut vacxin dugc do v6i TCIDso, va ham luong tap chét duoc

do.
Céac Fig.6 va Fig.7 la cac bidu dd thé hién két qua qua trinh tinh sach virut vacxin
su dungv nhua Fractogel DEAE.

Tham chiéu trén Fig.6 va Fig.7, khi ndng d6 mudi dugc ting 1én va cac phan doan
tuong l'mgb duoc thu, trong phan doan 11 tai néng do mudi dic hiéu, virut vacxin dugc
thu hdi khoang 25,7%, va ddng thoi, ty 18 loai bd tap chat 1a 51,3%. Tac 13, da xac nhan
rang ham lugng tap chét 12 rat cao trong phan doan trong do ty 1¢ thu hdi cta virut vacxin
1a twong ddi cao so véi cac phan doan khéc.

Vi du so sanh 2: Tinh sach st dung nhua Fractogel TMAE

Trong vi du so sanh 2, hi€u suét tinh sach virut vacxin va ty 1¢ loai bé tap chét

9
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dugc x4c nhan st dung nhya Fractogel TMAE chira trimetylammoniumetyl (TMAE).

Str dung 50 mM dém Tris-HC1 d6 pH 8,0 lam dung dich can bang va dung dich
rtra, va dung dich rira giai duoc diéu ché va st dung sao cho ndng do natri clorua c6 thé

dat dén 2 M trong dung dich cén bing.

Trudce tién, mau chira virut vacxin chta virut duong rudt dugce nap 1én cot, va sau
d6 qua trinh rira dugc thuc hién bang cach cho dung dich rira chay qua. Dung dich rira
giai dugc chay qua voi gradien néng do tuyén tinh, dung dich dugc rta giai duoc thu,

va sau d6 ham luong virut vacxin dugce do v6i TCIDso, va ham lugng tap chét dugc do.

Fig.8 va Fig.9 1a céc biéu dd thé hién két qua qua trinh tinh sach virut vacxin sir

dung nhya Fractogel TMAE.

Tham chiéu trén Fig.8 va Fig.9, khi ting ndng d6 mudi va cac phan doan tuong
mg dugc rira giai, da xdc nhan rang trong phan doan cy thé (phan doan 5), virut vacxin

duoc thu hdi khoang 20,5%, va ddng thdi, ty 1¢ loai b tap chét 12 89,2%.
Vi du so sanh 3: Tinh sach sir dung nhya CIM DEAE

Trong vi du so sanh 3, hiéu suét tinh sach virut vacxin va ty 1€ loai bd tap chét

dugc xac nhan béng cach str dung than don dang dia chira DEAE.

St dung 50 mM dém Tris-HCI d6 pH 8,0 1am dung dich can bang va dung dich
rira, va dung dich rira giai dugc diéu ché va st dung sao cho ndng do natri clorua dat

dén 2 M trong dung dich cén bang.

Trudc tién, mau chtra virut vacxin chira virut duong rudt dugc nap 1én cdt, va sau
d6 qua trinh rira dugc thuc hién bang cach cho dung dich rira chay qua. Dung dich can
bang va dung dich rira giai dugc tron véi ty 1€ dinh trude dé chay qua véi gradien ndng
do tuyén tinh sao cho néng d6 cua natri clorua 1a 100 mM, 140 mM, 200 mM, 400 mM,
va 600 mM, dung dich da rira giai dugc thu, va sau d6 ham lugng virut vacxin duoc do

voi TCIDso.

Fig.10 va Fig.11 1a cac biéu dd th8 hién két qua qua4 trinh tinh sach virut vacxin st
dung nhya CIM DEAE.

Tham chiéu trén cac Fig.10 va Fig.11, khi ting ndng d6 mudi va cac phan doan
duogc rira giai, da xac nhén réng néng do mudi 1a 140 mM, virut vacxin dugc thu hoi

khoéng 34,2%, va xac nhin rang viéc 4p dung cho qua trinh thuc té 12 kho khan do ap
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Cé4c phuong phap va két qua ctia vi du 1 va vi du 2 va céc vi du so sanh tir 1 dén 3

duoc thé hién trong bang 1 dudi day.

Béang 1:
Vidy 1 Vidu?2 Vidu io sanh | Vi du ;0 sanh | Vi du ;o sanh
Nhua Capto HiTrap Fractogel Fractoge'l CIM DEAE
' - DeVirS Heparin DEAE TMAE
s 2 X : Merck Merck BIA
Nha san xuat _ GE GE Millipore Millipore separation
Thé tich cot
(mL) 20 5 5 5 0,34
Dune dich 2&“‘M 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
ung e ath | pHCHCL | Tris-HCL | Tris-HCI | Tris-HCI
cin bang phosphat -\ /o' 1180 | dopH80 | dopHS80 | dopHS0
do pH 7,5 o pa o, o pHso, Q pri o, Qpro,
Dune dich 21(3Int1M 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
g e attl | pheHCL | Tris-HCl | Tris-HCI | Tris-HCI
e phosphat |\ 180 | dopHS0 | dopHS0 | dopH S0
d@ pH 7’5 (.) p b (-) p bl (.) p 2 Q p b
2&‘@4 50mM | 50mM 50 mM 50mM
o | Natd ) nioHCL | TrisHCl | TrissHCI | Tris-HCI
Dungdich | phosphat |\ o | 45 pH80 | dopHS0 | dopH 80
rl”Ia glél dé pH 7’5 0 p /9( Q p 9’( 0 p ’(: 0 p 9,(
0.1 M dén 0,1 M dén | 0,05M dén 0 M dén 0,05 M dén
0.5 M NaCl 0,5 M NaCl| 0,1 MNaCl | 0,1 MNacCl | 0,14 M NaCl
Ty 1& loai bod '
tap chét (%) 97,9 92,0 51,3 89,2 -
'|Hiéu suét
tinh sach 81,1 85,4 25,7 20,5 34,2
(TCIDso, %)
Chat mong | 1 12 10ai bo | Kho khan
muon c6 the X X ,
. tap chat rat |trong sur dung
A s 1 £, X duoc tach ra £ , X
Ty 16 loai bé tap chatrat | ... " < | tot, nhung do 4p suat
z I ., | voihi€u suat |, ., .o | ,
] tot; chat mong mudn co cao nhung tj higu suat tinh | cao trong qua
Cac két qua thé, duoc tach véj hiéu 12 loai b(’)gta S?.Ch la rat q trinh thuc 7
suAt cao (nhu thé hign | = o%r % P | thép (nhu thé | hién (nhu thé
NP FER chat thap A A A A
trén cac Fig.2 dén Fig.5) R hién trén hién trén
(nhu the hién . X . \ o
A o X Fig.8 va |Fig.10 va Fig.
trén Fig.6 va Fig.9) 1)
Fig.7) &
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Céc két qua nay chira rang phuong phap dé tinh sach virut vacxin st dung sic ky
ai luc cua sang ché, virut vacxin mong mubn c6 thé dugc phan 14p véi ty 1€ loai bd tap
chat cao va hiéu suét cao khi so sanh véi cdc phuong phép thong thuong su dung séc ky

trao doi ion.

R0 rang rang sang ché dugc mo ta bén trén co thé dugc thuc hién céc thay ddi dudi
cac dang cu thé khic nhau béi nhitg ngudi c6 hiéu biét trung binh trong cung linh vuc
ky thuat ma khong vuot khoi nguyén ly k¥ thuét hodc cac dac diém cua sang ché. Do
d6, cac phuong an dugc mo ta néu trén nhim thé hién cho sang ché, va khong nhim gi6i
han sang ché. Vi dy, trong céac vi du 1 va 2 dugc md ta bén trén, hiéu suét tinh sach virut
vacxin va ty 1€ loai bo tap chit dugc x4c nhan sir dung nhya chita dextran sulfat va nhua
chtra heparin, nhung theo cac vi dy, nhya trong d6 dextran sulfat va heparin dugc tron
v6i ty 18 nhét dinh c6 thé dugce st dung.

Pham vi cla sang ché dugc xac dinh bdi céac diém yéu ciu bao ho dugec mo ta dudi
day thay cho phén mo ta chi tiét, va duge hiéu rang y nghia va pham vi clia yéu ciu bao
ho va tat ca thay ddi hodc bién dbi twong duong cua cac phuong an thyc hién déu nam

trong pham vi ctia sang che.

12
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YEU CAUBAO HOQ
1. Phuong phép tinh sach virut vacxin bao gbm cac budc:

(a) nap mau bao gém virut dubng rudt trén cot séc ky 4i lyc chira nhua ai lyc virut;
trong d6 nhua bao gbm dextran sulfat hodc heparin;

(b) rira cot séc ky 4i luc voi dung dich rira; va

(c) thu hdi virut dudng rudt mong mubn tir cot sic ky ai luc st dung dung dich rira
gidi & ndng d6 mudi 0,1 M dén 0,5 M.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhya lién két dic hidu véi virut dudng rudt.
3. Phuong phéap theo didm 1, trong d6 dung dich rira giai & budc (c) chira natri clorua.
4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich rira trong budc (b) chira it nhét mot
mudi dugc lya chon tir nhém bao gém natri phosphat, natri clorua, Tris-HCI, 2-(N-
morpholino)etansulfonic axit (MES), 3-morpholinopropan-1-sulfonic axit (MOPS),
PIPES, kali phosphat, kali clorua, va 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonic
axit (HEPES).
5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phéap nay con bao gbm buédc can bang cot
véi dung dich can bang trudc budc (a).
6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 dung dich can bang chira it nhit mot mudi dugce
lya chon tir nhdm natri phosphat, natri clorua, Tris-HCl, 2-(N-morpholino)etansulfonic
axit (MES), 3-morpholinopropan-1-sulfonic axit (MOPS), PIPES, kali phosphat, kali
clorua, va 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonic axit (HEPES).
7. Phuong phap theo diém bét ky tir 1 dén 3, trong d6 phuong phap nay con bao g6m
budc can bang cot v6i dung dich rira sau it nhit mot trong cac budc (a) va budce (b).
8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gbm budc tai can bang
cot voi dung dich tai can bang sau it nhét mot trong cac budce (a) va (b).
9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mau dugc didu ché tir cac té bao chi khéc ngoai

té bao ngudn goc con nguoi.
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Fig.1
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Fig.3
Tinh sach st dung nhwra Capto™ DeVirS chira dextran sulfat
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Fig.5
Tinh sach st dung nhya HiTrap Heparin chira Heparin
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Fig.7
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Tinh sach st dung nhya Fractogel DEAE
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Fig.9
Tinh sach st dung nhya Fractogel TMAE
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Fig.11
Tinh sach sit dung nhya CIM DEAE
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