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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché d& cap dén phuong phap san xuét va tinh sach heparosan, thich hop
cho san xuat heparosan trong cong nghiép va cho san xut heparin theo céng nghé sinh
hoc. Cu thé hon, sang ché dé cap dén phuong phap cai tién dé san xuit heparosan nhé

qué trinh 1én men Escherichia coli K5(E. coli), phan tach polysacarit K5, va tinh sach.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Heparin va heparan sulfat 13 cac phan tir quan trong trong sinh hoc lién quan
dén chdng déng mau, nhidm vi rat va vi khuan, qua trinh hinh thanh mach, viém, ung
thu va sinh trudng. [Linhardt (2003) “Heparin: structure and activity,” J Med Chem,
46: 2551-2554. Linhardt RJ, Toida T. (2004) “Role of glycosaminoglycans in cellular
communication,” Acc Chem Res, 37: 431-438]. Heparin dugc phat hién cé phd tng
dung rong bao gdm phau thuat, oxy héa tim phdi va thim tach than, diéu tri huyét khdi
tinh mach va hoi chiing mach vanh cap. [Linhardt “Heparin: an important drug enters
its seventh decade.” Chem. Ind. 2, 45-50 (1991); Agnelli et al. “Enoxaparin plus
compression stockings compared with compression stockings alone in the prevention
of venous thromboembolism after elective neurosurgery” N Engl J Med 339 (2), 80-5
(1998)]. Ngoai ra, heparin duoc phu trén bé mit ciia cac mach mau va cac thiét bi y té

nhu 6ng nghiém va méay loc méu nhén tao, dé tao thanh bé mat chéng déng mau.

Heparin hién dugc diéu ché tir mo dong vat & lugng xép xi 100 tAn/nam, nhung
heparin nay cé thé bi 14n tap chit v6i cac san phdm sinh hoc khac. [Linhardt Chem.
Ind. 2, 45-50 (1991)]. Heparin bi 14n tap chét chondroitin sulfat bi sulfat héa qua murc
din dén tir vong gin 100 nguoi My vao nim 2008. [Guerrini, et al. “Oversulfated
chondroitin sulfate is a contaminant in heparin associated with adverse clinical

events.” Nature Biotechnology 26, 669-675 (2008)].

Tién chit sinh téng hop ctia heparin thudc sinh vit c6 nhin dién hinh

(eukaryotic) trong tu nhién, heparosan, 1a polysacarit v4i don vi disacarit [—4) axit B-
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D-glucuronic (GlcA) (1—4) N-axetyl- a-D-glucosamin (GIcNAc) (1—], 1ap lai duge
thé hién trén Fig.1.

Ngoai ra, heparosan con dugc sinh tong hop nhu 13 nang polysacarit trong vi
khuan bao gém Escherichia coli K5 va Pasteurella multicida. [Lindahl U et al. (1998)
“Regulated diversity of heparan sulfate” J Biol Chem 273(39):24979-24982]. Khéi dau
qué trinh tong hop heparosan K5 dugc bao cdo 13 lién quan dén axit 2-keto-3-
deoxyoctulosonic. [Finke A et al. (1991) “Biosynthesis of the Escherichia coli K5
polysaccharide, a representative of group II capsular polysaccharides: polymerization
in vitro and characterization of the product” J Bacteriol 173(13):4088-94]. Sau dé
heparosan K5 duoc kéo dai thong qua hoat tinh xen k& cuia cac glycotransferaza KfiA
va KfiC ma bo sung GlcNAc va GlcA vao dau khong khir cia chudi polysacarit dang
sinh truéng. [Hodson N et al. (2000) “Identification that KfiA, a protein essential for
the biosynthesis of the Escherichia coli K5 capsular polysaccharide, is an alpha -UDP-
GIcNAc glycosyltransferase. The formation of a membrane-associated K5 biosynthetic
complex requires KfiA, KfiB, and KfiC.” J Biol Chem 275(35):27311-5]. Sau khi
dugc téng hop, chudi heparosan dugc van chuyén 1én trén bé mat té bao thong qua con
duong bao goém 6 protein: KpsC, KpsD, KpsE, KpsM, KpsS va KpsT. [McNulty C et
al (2006) “The cell surface expression of group 2 capsular polysaccharides in
Escherichia coli: the role of KpsD, RhsA and a multi-protein complex at the pole of
the cell” Mol Microbiol 59(3):907-22]. Chudi heparosan K5 dugc cho 1a duoc bam
trén bé mit té bao thong qua sy thé lipid tai ddu khir ciia polysacarit thanh phan tir axit
phosphatidic trong mang ngoai cua E. coil. [Jann B, Jann K. (1990) “Structure and
biosynthesis of the capsular antigens of Escherichia coli” Curr Top Microbiol
Immunol 150:19-42]. Cac phan heparosan polysacarit c6 thé dugc lay di tir E. coli K5
thong qua hoat tinh cua heparosan lyaza K5, va enzym c6 ngudn gbc tir thé thuc khuén
ma tach chudi heparosan thong qua co ché loai bé B-elimination. [Manzoni M et al.
(1996) “Production of K5 polysaccharides of different molecular weight by
Escherichia coli” Journal of Bioactive and Compatible Polymers 11(4):301-311.
Manzoni M, et al. (2000) “Influence of the culture conditions on extracellular lyase

activity related to K5 polysaccharide.” Biotechnology Letters 22(1):81-85]. [The gene
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encoding K5 lyase is integrated into the E. coli K5 DNA and its expression may be
inducible. Manzoni M, et al. (2000). Biotechnology Letters 22(1):81-85]. Hoat tinh
lyaza K5 c6 thé tac dong dén luong heparosan duoc giai phong vao trong moi trudong
nudi cy ciing nhu cu tric va dic tinh trong lugng phan tir clia ca heparosan duoc lién
két té bao va heparosan duoc giai phéng té bao (Fig.1B). Heparosan K5 dugc uéce tinh
1a c6 trong luong phan tir (M,,) 20,000 va bao gbém hai thanh phén con chinh v&i trong
luong phén tit trung binh khéi lugng M,, 12 16,000 va 1,500. Ty 1& cta hai thinh phin
con ndy twong tig véi M,, tong va bi anh hudng béi hoat tinh cua lyaza K5 [Vann WF
et al (1981) “The structure of the capsular Polysaccharide (K5 Antigen) of Urinary-
Tract-Infective Escherichia-Coli 010-K5-H4 - a Polymer Similar to Desulfo-Heparin”
European Journal of Biochemistry 116(2):359-364; Manzoni (2000) Biotechnology
Letters 22(1):81-85].

Cé4c nghién ctru quy md phong thi nghiém cho thiy ring heparosan véi trong
lugng phan tir trung binh khéi lugng (M,,) > 10,000, thu duge tir chung E. coli K5 c6
thé dugc bién dbi theo cach enzym thanh polysacarit chéng dong tuong tu heparin.
[Lindahl et al. (2005) “Generation of ‘“Neoheparin” from E coli K5 capsular
polysaccharide” J Med Chem 48(2):349-352; Zhang et al. (2008) “Solution structures
of chemoenzymatically synthesized heparin and its precursors” Journal of the
American Chemical Society 130(39):12998-13007. Ngoai ra, heparosan ciing cé thé
dugc sir dung trong nhiéu don ding ky sang ché (WO 2009/014559)].

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché mo ta quy trinh 1én men E. coli E5 véi nang suat heparosan cao va
hiéu qua thu hdi heparosan tinh sach cao thich hop cho san xuat heparosan trong cong

nghiép.

Sang ché dé cap dén phuong phap cai tién dé san xuét heparosan nh¢ qua trinh

lén men E. coli K5, phan tach polysacarit K5, va tinh sach.

Theo mdt phuong 4n, phuong phap nay bao gdm (a) nudi ciy E. coli K5 trong

moi truong x4c dinh vé6i glucoza 1a ngudn cacbon chinh; (b) gén heparosan 1én pha rin
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nay thich hop @ san xuit heparosan vé co ban 14 tinh khiét, ma it nhat tinh khiét 90%.

Trong cac phuong 4n lién quan, phuong phap nay bao gém hai pha nudi ciy, cu
thé 13 pha sinh truéng theo mé va pha sinh truéng theo mé dugc tiép lidu, trong d6 (a)
moi truong dugc st dung trong giai doan sinh truéng theo mé bao gdém (trén lit)
glucoza véi lugng khoang 20g, thiamin v6i lwong nam trong khoang tir 10 dén 300mg,
KH,PO, v6i luong khoang 13,5g; (NH4),HPO, véi lugng khoang 4g, MgSO,-7H,0 véi
lugng khoang 1,4g, axit xitric v6i luong khoang 1,7g, va dung dich kim loai vi luong
v6i lugng khoang 10ml (trén 1L); trong d6 dung dich kim loai vi lvgng vé co ban gém
(trén L cua HCl 5M) FeSO,7H,0 véi lugng 10g, CaCl, v6i lwong 2g, ZnSO, 7H,0
voi lugng 2,2g, MnSO44H,0 vé6i luong 0,5g, CuSO45H,O voi luong lg,
(NH4)sM070,4-4H,0 véi luong 0,1g, va Na,B,0,-10H,0 véi lugng 0,02g va trong d6;
(b) dung dich tiép liéu sir dung trong giai doan sinh trudng theo mé dugc tiép liéu gdbm
(trén lit): glucoza véi luong 250-1000g, MgSO,7H,0 véi lugng khoang 20g va
thiamin v6i lugng nam trong khoang tir 0,15 dén 0,5g, va tuy y KH,PO, v6i luong
khoang 47g.

Trong céc phuong 4n lién quan, oxy duoc cung cip bang khong khi dugc phun
vao. Khong khi c6 thé duoc bd sung oxy. Uu tién, oxy hoa tan dugc duy tri tai khoang

20%. Trong mdt s phuong an, oxy tinh khiét dugc st dung.

Trong cac phuong 4n lién quan khac, cac diéu kién bao gdm nhiét d6 dugc duy
tri tai nhiét do khoang 37°C, va d¢ pH dugc duy tri tai khoang 7. D6 pH c6 thé duoc
duy tri bing cach bd sung dung dich amoniac, hodc khi amoniac. Trong mot sb
phuong 4n, dung dich amoniac thuong cé ndéng d6 1a 25 dén 35%, bao gdm khoang
30%, ching han 29%.

Trong cac phuong an cu thé, méi truong tiép lidu st dung trong giai doan theo

mé dugc tiep liéu, dugce tiép licu tai toc d6 xac dinh trude boi cong thire:

. ‘
Ms(t)=F(t) Sz, = f “im ) XtV (toesp [Ult— t,)]
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trong d6 MS 1 luu lugng theo khéi luong ciia ngudn cacbon (g/h); F 13 luu lwong tiép
liu (L/h); Sp 14 ndng d6 co chét cacbon trong ngudn tiép lidu (g/1); X 1a nong do té
bao (g/1 dew); m 13 hé s duy tri riéng (g/g dew/h); V 12 thé tich canh truong (L); to 1a
thoi gian bat dau tiép liéu; t 12 thoi gian xi 1y; p 12 téc do sinh truéng riéng (h); va

Y, 12 san luong té bao trén co chat cacbon (g/g).

Ngoai ra, phuong phap con bao gdbm budc gin va ria giai heparosan ra khoi
mdi trudng nudi cdy. Theo médt phuong an, heparosan thu duoc tir phan ndi khéng
chira té bao. Trong phuwong 4n khac, heparosan dugc thu tir cac t& bao bang cach rira

v6i dung dich chét tay rira nhu SDS (vi du, SDS 1%), két hop voi khudy tron.

Sau khi loai bo té bao, budc gan va nira giai ¢6 thé bao gom tron nhya trao doi
anion v&1 phan noi canh truong va loai bd phan noi, rira nhya bang natri clorua 50mM
trong dém natri axetat tai 40 pH = 4, rlra giai v6i natri clorua 1M trong dém natri

axetat tai do pH = 4.

Theo cach khac, buéc gin va rira giai c6 thé duoc thuc hién bing chitosan.
Trong mot phuong 4n, phan ndi canh trudng duge tron voi dung dich chitosan ma
duoc cho két tua. Chat két tia duoc phan tach, rira chéng han béng nudce hodc dém pha
lodng khac, va dugc rira gidi voi bazo manh nhu NaOH c6 ndng d6 khoang 1M. Buéc

gan va rura giadi bang chitosan cé thé dugc thuc hién ngoai qua trinh trao doi anion.

Sau khi gin va ritra giai, heparosan dugc két tua tir dich rira giai, nhu véi etanol
hodc metanol. Theo mdt phuong an, 3 thé tich cta etanol dugc st dung. Chét két tua

tao thanh thuong dugc rira va lam kho.

Phuong phap nay ciing bao gdm budc khir pyrogen fy ¥, ching han bing qua

trinh oxy héa, bao gdbm véi hydro peroxit.

Phuong phap theo sang ché thu dugc hiéu suét heparosan cao, véi d6 tinh khiét

cao, trong cac thé tich canh trudong nho, trong khoang thoi gian ngén, va v6i luong tap
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chét thip. Do d6, sang ché thich hop dé san xuét heparosan trong cong nghiép. San
lugng heparosan cé thé thu dugc trong quy trinh 1én men nhé hon 60 gid, nhé hon 48
gi®, va nho hon 40 gi, khong bao gdm ting sinh ching giéng. Trong cac phuong an
khac, thé tich canh truong ban dau 1a 3 lit tai pha theo mé, 1am viéc t6i 7 lit trong pha
tiép liu, va céac ty 1é tuong tu. Do d6, trong cac phuong 4n lién quan, qué trinh nudi
ciy tao ra heparosan véi lugng it nhat 10g/1, it nhat 11g/1, it nhét 12g/1, it nhat 13g/1, it
nhét 14g/1, va it nhit 15g/l. Heparosan vé co ban 13 tinh khiét it nhét 13 90%, it nhét
95%, it nhat 97%, hodc it nhit 99%. Trong cic phuong 4n lién quan, heparosan nhé
hon 1% ADN va nho hon 2% protein. Heparosan thich hop dé xtr Iy thanh heparin.
Trong mot phuong 4n, heparosan c6 sé trong luong phén tir trung binh sb it nhat 13 10,
20, 30, 40, 50, hozc 60 kDa, ching han khoang 58kDa; trong lwong phan tir trung binh
it nhét 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 hoic 90kDa, chéng han khoang 84kDa, va chi ) do
rong phan b6 (PDI) nhé hon 2,0, bao gdm nho hon 1,9, 1,8, 1,7, 1,6, 1,5, 1.4, hodc 1,3,
bao gdm khoang 1,4.

Trong cac phuong an khéc, sang ché bao gém viéc st dung heparosan dugc san
xuét bing cac phuong phap & trén trong diéu ché dugc, ching han phu thiét bi y té.
Trong cac phuong 4n lién quan, heparosan duoc sir dung dé san xuét heparin. Tuong
tu, sang ché dé cap dén phuong phép sit dung heparosan hodc heparin dugc san xuét

boi phuong phap néu trén dé san xudt thube.

Trong cac phuong an khac, sang ché dé cip dén heparosan dwoc san xuit bing
phuong phap néu trén, bao gdm heparosan véi do tinh khiét it nhat 90%, it nhét 95%,
va hon nita. Trong céc phuong 4n lién quan, sang ché d& cép dén heparin dugc san

xuat tir heparosan da néu.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.] 1 hinh mo ta cdu tric clia heparosan. A 13 don vi disacarit 1ap lai cia
heparosan, B la cAu tric cua chudi heparosan thu dugc tir su hoat héa heparosan K5

lyaza.
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Fig.2 13 anh phé "H-NMR (600 MHz) heparosan duoc diéu ché trong qua trinh
nudi cdy bang may lic nhanh. A 13 biéu d6 chum ciia heparosan thu hdi tir: 1. Méi
truong LB, 2. Mo6i truong LB ¢c6 MW, > 3,000, 3. Mo6i truong LB ¢c6 MWy, <
3,000, va biéu do 1ong thé hién phép phén tich PAGE cia cac mau 1, 2 va 3. B 1a
heparosan thu hdi tir méi trudng M9. C 13 heparosan thu hdi tr moi truong xac dinh

glycerol. D 13 heparosan thu hdi tir méi trudng x4c dinh glucoza.

Fig.3 13 quy trinh san xuét heparosan trong thiét bi 1én men 7 lit. Bang A thé
hién biéu do tiép liéu glucoza (mau den), bidu dd pH (mau xanh) va biéu dd oxy hoa
tan (% DO) (mau dé) nhu 13 ham thoi gian 16n men (gid). Bang B thé hién biéu dd sinh
trréng té bao (tong DCWg, A) va qua trinh san xuét heparosan (g, ®m) nhu 1a ham thoi

gian 1én men (gio).

Fig.4 13 hinh m6 ti dic diém cua heparosan dugc tinh sach tir phan ndi cta
thiét bi 1én men 7 lit. A 13 anh phd tir "H-NMR (600 MHz) cta heparosan. B 13 anh
phé tir PC-NMR ctia heparosan duoc didu ché trén moi truong M9 chira °C glucoza
va "’N amoniac sulfat. C 13 anh FT-MS ciia chudi heparosan c6 trong lugng phan t
trung binh 4551,81 (mirc d6 polyme héa =24) dugc tinh sach bing PAGE didu ché
(Ly etal., 2010).

Fig.5 1a hinh 4nh PAGE dugc st dung cho phan tich MW cuia cac heparosan
bing cach nhuém mau xanh Alcian. A 13 cac chudn phin tor mé rong khoang gel
gradien. Cac dai chira: 1 1a thuée do phan tir HA (30 kD-310 kD), 21a thude do phan
t heparosan (6,4 kD-14,1 kD). B 14 c4c heparosan dugc didu ché trong cac may lic
nhanh trong cidc moi truong khac nhau. Cac dai chita: 1 la heparosan tir moi trudng
MO, 2 1a heparosan tir moi truong tong hop glyxerol, 3 13 heparosan tir moi truong
tong hop glucoza, va 4 13 heparosan tir méi trudong LB. C 1a céc heparosan duoc diéu
ché trong thiét bi 1én men 7 lit duoc 14y mau tai cic thoi diém khac nhau. Cac dai
chtra: 1-6 13 heparosan duoc 14y mau tir thiét bi 1én men tai 4,5 gi0; 12,6 gio; 14,5 gio;

20 gio; 32,9 gio; va 37,6 gio sau khi bat ddu 1én men.
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Fig.6 1a d6 thi minh hoa tién trinh theo thoi gian cua cac dic tinh trong lugng

phan t& ctiia heparosan dugc san xuét trong thiét bi 1én men 7 lit. Pugc thé hién 13 cac

Fig.7 1a db thi thé hién biéu dd d6 pH () va bidu db oxy hoa tan (% DO) (¢)

nhu 12 ham thoi gian 1én men (gid) trong thiét bi 1én men 20 lit.

Fig.8 13 biéu d sinh truéng cia t& bio (DCW g/l, (2)) va néng d6 heparosan
trong phan ndi cua qu4 trinh 1én men (g/l, (¢)) tién trinh thoi gian trong thiét bi 1én
men 20 lit.

Fig.9 13 anh phd '"H-NMR ciia c4c mau heparosan dugc tinh sach.

Fig.10 13 d6 thi thé hién ndng d6 heparosan trong phan nbi sau két tia sir dung
cac luong chitosan khac nhau tir 10ml ctia dung dich heparosan tinh khiét cé nong do
Img/ml.

Fig.11 12 d0 thi thé hién phén trim thu hdi st dung cac luong chitosan khic
nhau tir 10ml ctia dung dich heparosan tinh khiét c6 ndng d6 1mg/ml.

Fig.12 1a dd thi thé hién phﬁn tram thu hdi sir dung cac lugng chitosan khac

nhau tir 10ml cta cAc mau dich 1én men dugc pha lodng 5 1an.
M0 ta chi tiét sang ché

Heparosan 1a polysacarit c6 don vi disacarit [GlcAa-(1-4)GIcNAcR(1-4)], lap
lai. Do exopolysacarit K5 dugc san xuét tir heparosan ma céc tac gia cia sang ché
phan tach va tinh sach heparosan cé mit trong moi trudng nudi cay nho qua trinh phan
tach va tinh sach, “heparosan” trong ngit canh nhét dinh c6 thé hiéu 1a heparosan két
hop véi vi khudn, va. Nghia ciia heparosan s& duoc hiéu boi nguoi co trinh do trung

binh trong linh vuc lién quan.

Escherichia coli K5 13 cac bién thé ciia E. coli ma tao ra exopolysacarit K5. Cac
ching E. coli K5 thich hop cé thé 14y tir cac bd suu tip cong cong nhu ATCC
(American Type Culture Collection, USA), ching han chung E. coli ATCC23506. Cac
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ching Escherichia coli K5 ciing c6 thé duoc phan 1ap tir cic ngudn 1am sang, va/hodc

duoc bién doi gien.

Nhu dugc st dung & day "l1én men" chi qua trinh sinh treéng vi khuan va san

xut exopolysacarit, cu thé 13 exopolysacarit K5.

Nhu duoc str dung & ddy, "dugc phan tach" c6 nghia 1a heparosan duoc tach ra
tir moi trudng nudi cdy va cac té bao vi khudn va ton tai & luong du dé cho phép phat

hién ra n6 hodc str dung no.

Nhu duge st dung & ddy, "vé co ban 1a tinh khiét" c6 nghia 1a heparosan vé co
ban khong chira cic co chét khac & mic thuc hanh va phi hop cho muc dich st dung
ctia n6. Heparosan vé co ban 1a tinh khiét it nhét 13 90% tinh khiét. T5t hon 1a, ty 16
khong chtra tap chit coa vat liéu 16n hon 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, hodc tham chi 16n hon 99%. Mirc d6 tinh khiét c6 thé duoc danh gia bing cac
phuong phép da biét trong tinh trang k§ thuét.

Nhu dugc st dung ¢ day, dang sb it co nghia 1a mot hodc nhiéu hon mot, trir

khi dugc néu 16 c6 nghia chi 1a mot.

Thuat ngt "khoang" duoc st dung theo nghia hiéu cia ngudi cé trinh do trong
linh vyc trong ngit cdnh ma tir "khoang" thay d6i thuit ngir duoc néu. Béi voi gia tri
vé b, "khoang" ¢6 thé duogc coi 12 bao gdm khoang dao dong 10% quanh gia tri duoc

néu.
Lén men E. coli K5 dé€ san xuat heparosan

Nhiéu yéu t phai dugc xem xét dé xac dinh cac diéu kién phu hgp cho qua

trinh 1én men.

N6i chung, E. coli c6 thé sinh truéng & nhiéu méi trudong va khoang pH, nhiét
d6, O, va diéu kién khac khac nhau. Tuy nhién, khéng gidng véi cac chung duge thich
g cho thi nghiém, E. coli K5 khong dugc nghién ctru vé gen, su sinh trudng va chuc

nang ¢ quy mo rong.
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Cac bién thé trong diéu kién sinh truéng c6 thé anh hudng dén (a) tbc do sinh
truéng vi khuén, (b) mat do té bao ti da, (c) san xuAt nang exopolysacarit K5, (d) mirc
d0 bién d6i ctia nang K5 béi E. coli K5, thé thuc khuln cu tra bén trong E. coli K5, va
cac yéu tb khéc, () giai phong nang exopolysacarit K5 vao trong moi truong, (f) xac
dinh xem liéu heparosan polysacarit dugc tao ra c6 khoang kich thuéc thich hop dé xir
1y thanh heparin hay khéng, va (g) lugng va loai tap chit. Vi du, didu kién kich thich
su phan ly té bao c6 thé 1am ting san luong exopolysacarit K5 trong phan néi canh
trudng, nhung ciing cé thé 1am ting su suy thodi nang exopolysacarit K5 va sb va

lwong tap chét trong phan néi.

TAm quan trong cia tap chét bat ky lién quan dén tinh d& dang loai bé né qua
qua trinh tinh sach va cac budc xu 1y tiép theo, xac dinh xem li¢u tap chit ¢6 can tré
viéc xtr 1y tiép theo heparosan thanh heparin hay khong, va liéu tap chat c6 gdy nguy
hiém cho con ngudi hodc dong vat hay khong. E. coli K5 1 tac nhan gy bénh da biét,
va do d6 cac doc t6 va yéu té lién quan dén dong luc phai bi loai bé. Lipolysacarit
(LPS) 13 tap chét thong thuong cuia cac phin chiét tir vi khudn Gram am, va dugc biét
dén 12 chat kich thich mién dich va doc té c6 hiéu nghiém. Céc axit nucleic ciing c6
thé ciing 13 chit kich thich mién dich. Ca LPS va axit nucleic déu c6 18i polysacarit, va
vi vy c6 thé cung tinh sach v&i heparosan. Cac tap chit khac c6 thé bao gbm cac

polysacarit khong heparosan ho#ic cic din xuat ctia heparosan.

Dé san xudt dugc phdm va thubc, ngudn va ban chit cia moi truong sinh
truong c6 thé dong vai trd quan trong. Vi du, moéi trudng phirc chit thu duoc bing
cach thuy phan protein dong vat hoac thuc vat rat wu viét cho qua trinh sinh truong va
san xuat E. coli K5, nhung thé hién sy thay ddi gitra cac mé va c6 thé chura cac khang

nguyén va céc tap chit khac.

Cac yéu t6 khac phai duoc xem xét d& san xuét heparosan trén quy mé cong
nghiép bao gdm thé tich canh trudong, thoi gian va nhiét do 1én men. Do do, cac thé
tich moi trudng nhé hon va diéu kién sinh truéng nhanh hon c¢6 thé thich hop. Viéc
xé4c dinh méi truong sinh trudéng, ma sit dung nhidu nguyén liéu c6 sin, duoc chuin

héa va ré, cling thich hop;
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Céc diéu kién sinh truéng ciing phai thé hién duoc 13 c6 kha ning theo ti 16. Do
d6, viéc xac dinh diéu kién t6i wu trong thé tich canh trudong 5ml ciing phai dugc thé
hién trén cac quy mo 16n hon, nhu 5 lit, 20 1it, 100 lit va hon ntta. Tuong tu, quy trinh
phai 14 quy trinh manh va cé thé tai san xuit dugc, va do d6 khong d& bi anh huéng
b6i nhitng thay dbi diéu kién nhé.

Tu cac yéu td néu trén, viée xac dinh cac diéu kién thich hop cho san xuét
heparosan trong cong nghiép déng vai trd quan trong. Cac tac gia cua sang ché di xac
dinh diéu kién sinh truéng va nudi cdy thich hop cho E. coli K5 dé tao didu kién cho
san xuat, phan tach va tinh sach heparosan, ma c6 thé thich ung véi san xuét cong

nghiép.

MBoi truong 12 méi trudng duge xac dinh véi glucoza 13 ngudn cacbon, ma dugc
thay ddi tiry theo pha sinh truéng. Thanh phin ctia méi truong cho su sinh trudng theo
mé v6i lugng tinh theo lit nhu sau: glucoza véi lugng khoang 20g, thiamin véi luong
10-300mg, KH,PO,4 v6i lugng khodng 13,5g; (NH4)2HPO4 véi lugng khoang 4g,
MgSO, 7H,0 véi lugng khoang 1,4g, axit xitric véi luong khoang 1,7g, va kim loai vi
lugng véi lugng khoang 10ml dung dich. Dung dich kim loai vi lugng bao gdm (trén
lit cua HC1 5M) FeSO,4-7H,0 v6i lugng 10g, CaCl, v6i lugng 2g, ZnSO47H,0 véi
luong 2,2g, MnSO44H,0 véi lugng 0,5g, CuSO,5H, O v6i luong 1g,
(NH4)sMo070,4'4H,0 vé1 luong 0,1g, va Na,B,07,-10H,0 véi lugng 0,02g. Dung dich
tiép liéu trong qué trinh nudi ciy theo mé dugc tiép lidu bao gdm (trén lit): glucoza véi
luong 250-1000g, MgSO4-7H,0 v6i luong 20g va thiamin véi lugng 0,15 - 0,5g, va ¢
thé duogc bd sung thém KH,PO, v6i lugng 47g. Trong mot sb phuong an, dung dich
tiép lidu 14 glucoza vé6i lugng 700g, MgS0O,47H,0 véi luong 20g va thiamin véi luong
0,2g. Trong phuong an khac, dung dich tiép lidu 1a glucoza v6i lugng 700g,
MgSO,4 7H,0 véi luong 20g, KH,PO, véi luong 47g va thiamin véi lugng 0,4g.

Canh truong nhan giéng dugc chuan bi bang cach nudi ching E. coli K5 qua
dém tai nhiét do 37°C trong binh hinh nén. Canh truong nhan giéng sau do duoc ciy
chuyén vao trong thiét bi 1én men. Qu4 trinh 1én men trong thiét bi 1én men bao gbm

hai pha: pha sinh truéng theo mé, va pha ma sir dung su két hop ciia cac phuong phap
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tiép liéu theo ham sb mil va bd sung DO-stat. Pha sinh truéng theo mé bit dau sau khi
canh trudng nhan giéng dugc ciy chuyén vao thiét bi 1én men. Nhiét do dugc duy tri &
khoang 37°C, va d6 pH dugc duy tri ndm trong khoang tir 6 dén 8 bang cach bd sung
NH4OH khi d6 pH giam.

Pha 1én men thir hai bit ddu sau khi oxy hoa tan thé hién su ting manh va
glucoza trong mdi trudng bi can. Tdc do tiép liéu glucoza thudong duoc tinh toan theo

phuong trinh sau nhung véi su linh hoat:

M(6) = F(0)Sp(t) = ( },f -

+m )Uz‘) Vit)= (-——-—— + i}!);‘& (o) V (fo)explult — 10)]

Yyss

trong d6: Ms 13 Iuu lugng theo khdi lwgng ciia ngudn cacbon (g/h); F 13 luu luong tiép
lidu (I/h); SF 13 ndng d6 co chét cacbon trong qué trinh tiép liéu (g/1); X 12 ndng do té
bao (g/l dew); m 13 hé s duy tri riéng (g/g dew/h); V 1a thé tich canh trudong (1); t,1a
thoi gian bat dau tiép lidu; t 1 thoi gian xt Iy7; p 13 tde d6 sinh trudng riéng (h™); YX/S

13 san lugng té bao trén co chét cacbon (g/g).
Trong toan b quy trinh tiép liéu, p dugc dit ndm trong khoang tir 0,1 dén 0,4.

Trong mot s6 phuong 4n, c6 thé c¢6 su tam dimg trong qué trinh tiép liéu, 12 cac
diém kiém tra dé dam bao glucoza khéng bi tiép liéu qua nhidu va chét c6 doc tinh nhu
axetat trong moi trudng nudi cdy thdp. Trong cac diém kiém tra ndy, viée tiép lidu
duoc bat dau lai sau khi quan sat théy su tang manh cla néng do oxy hoa tan, ma thé
hién ring glucoza trong canh trudng bi can. Trong quy mé I16n hon, nhitng quan sat
nay dugc thuc hién lién tuc bang cac dau do, hodc bang phuong phap 1y méu tu dong

va phan tich trong sudt qua trinh 1én men.

Thong thudng, qua trinh 1én men tiép tuc cho dén khi khong quan sat thiy su
tang néng do té bao. Sau do, ding tiép liéu va dung cu khuéy ctia thiét bi 1én men tiép
tuc khudy thém khoang 30-60 phut nita thi dimg dé dich chuyén thém polysacarit K5

dang nang ra khoi bé mét t€ bao va di vao moi trudng.
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Tinh sach heparosan tir canh trudng 1€n men

Trong mdt phuong 4n vi du, budc tinh sach heparosan c6 thé bao gdm (a) budc
tao phan ndi canh truong hodc chat loc, (b) gin heparosan 1én pha rén, nhu nhya, va
rira giai heparosan tir d6; (c) két tiia véi rugu va (d) khir pyrogen. Cac budc gin, két

tua va khir pyrogen khéc c6 thé duoc bd sung.

Trong budc (a), canh truong duge ly tim hoic loc dé tach phan ndi ra khéi hat
té bao. Formalin hodc cac chat khac cé thé duoc b sung vao canh trudng dé bat hoat
té bao vi khuan. Vé co ban, heparosin dugc thu hdi tir phin ndi, nhung ciing cé thé
dugc thu hdi biang cach rira cac té bao, bao gdm bang chat tiy rira nhu natri dodexyl
sulfat va béng cach khqu co hoc, tiép dén béng viéc tao hat va chiét heparosan ra khoéi

phan noi.

Trong budc (b), heparosan duoc gin 1én pha rén ma wu tién gin heparosan. Vi
du, nhua, nhu nhya trao ddi anion, dugc bd sung vao phén ndi tir bude (a). Hon hop
dugc khudy dé gin heparosan trong phan nbi 1én trén nhya. Sau d6, hdn hop duoc loc
dé tach nhya ra khéi dung dich. Sau d6, chat rén d3 tach duoc rira dé loai bé cac tap

chat khéng géan va dugc rira giai.

Dbi v6i nhua trao dbi anion, s& bao gdbm budc rira bang dung dich c6 ndéng do
mubi thdp dé loai bé cac tap chat khong lién két, va rira giai véi dung dich natri clorua
1-2M. Ngoai ra, chitosan cling co thé duoc sir dung dé lien két heparosan. Mic du
chitosan c6 thé duoc bd sung & dang dung dich, va do d6 khong & "pha rin", nhung né
két tha va tir 46 mang theo heparosan ra khoéi phan néi. Tuong tu, heparosan c6 thé

dugc chay qua cot thich hop chta pha ran, duoc rira va rira giai.

Trong buéc (c), dich rira giai heparosan thu duoc tir bude (b) duge két tua,
ching han bang cach bd sung 1 dén 5 phin thé tich etanol hodc metanol. Budc nay
khong chi c6 dic heparosan ma con loai bé chon loc céc tap chét. Sau d6, chit két tua

dugc phén tach bang ly tAm va dugc rira bang ruou 50-80%.
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Trong budc (d), chit két tia duoc hoa tan trong nudc, va trai qua budce khir
pyrogen dé bt hoat lipolysacarit con lai va cac tap chit khac. Thong thudong, didu nay
dugc thuc hién v6i chét oxy hoa nhu hydro peroxit, nhung céc peroxit khac hodc cac
chét tiy rira khac d3 duoc biét dén ciing c6 thé sir dung. Heparosan thu dugc duoc két

tda lai, nhu ¢ trén, va duoc lam kho.
Phan tich

Heparosan thu duoc dugc phan tich dé xac dinh hiéu suit, d6 tinh khiét va tinh

pht hop cho viée xir Iy thém. Mot s6 cong cu phan tich ciing c6 thé duoc sir dung.

Ché phdm disacarit c6 thé dugc phéan tich bang sic ky 1éng hiéu ning cao —
khéi phd ion héa phun dién tr (high performance liquid chromatography —
electrospray ionization — HPLC-ESI-MS) sau khi tiéu hily mot phin heparosan.
[Bhattacharyya S et al. (2010) “Cell-bound IL-8 increases in bronchial epithelial cells
after arylsulfatase B silencing due to sequestration with chondroitin-4-sulfate,” Am J
Respir Cell and Molec Biol 42, 51-61]. '"H-NMR va C-NMR ciing c6 thé dugc st
dung trén heparosan chua tiéu hity va thich hop dé xac dinh nong d6 va d6 tinh khiét
cua heparosan. [Wang Z, Zhang Z, McCallum SA, Linhardt RJ. 2009. Pinh luong
cong hudng tir hat nhan dé kiém soét sy san xuit polysacarit nang heparosan K5. Anal
Biochem. 398(2):275-7]. Heparosan ciing cé thé dugc x4c dinh bang phép phan tich
carbozol theo bao cdo cua Bitter T, Muir HM. (1962) “A Modified Uronic Acid
Carbazole Reaction.” Analytical Biochemistry 4(4):330.

Ham lugng ADN c6 thé duoc xac dinh bang hp thu UV. Ham luong protein c6
thé dugc xac dinh bang, cac kit thir da biét, nhu Kit thir nghiém protein BCA Micro

theo huéng dan ciia nha san xuat.

Dic tinh trong lugng phan tir ciia heparosan tinh sach dugc xac dinh bang phép
so sanh v6i thang trong lwong phan tir d biét ctia heparosan hodc axit hyluronic, va

dugc st dung dé tinh gia tri trung binh, sb lugng va sy phan bd trong lugng phan tir.
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Ham luong pyrogen c6 thé duoc xac dinh bang thir nghiém dich thuy phan té

bao mau dong vt ho Sam (limulus amoebocyte lysate - LAL).

Sang ché c6 thé duoc hiéu 13 hon khi tham khéo cac vi du sau day, ma dugc
dwa ra dé minh hoa cac phuong an nhét dinh cia sang ché ma khong mang tinh gidi
han. Ngudi cé trinh d9 trung binh trong linh vuc s& hiéu rang céc bién thé c6 thé duoc

thuc hién ma khong xa roi tinh than cla sang che.

Vi du thwe hién sdng ché
Vidul

Vit liéu

Binh phan tmg sinh hoc c6 thé thanh tring dugc bang thay tinh, 7 lit tir hing
Applikon (Schiedam, Netherlands) dugc st dung lam thiét bi 1én men. Phin mém
BioXpert V1.5 dugc st dung dé kiém soat van hanh 1én men va thu thdp dir liéu. Bot
Difco™ LB broth dugc mua tir hing BD (Franklin Lakes, NJ). Hau hét cac héa chét
dugc sir dung dé tao méi truong tong hop tir hing Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Chét
chéng tao bot 204 tir Sigma-Aldrich (St Louis, MO). C4c binh lic ¢6 vach ngin tir
hang Corning (Corning, NY). Cot trao d6i ion DEAE Sepharose Fast Flow tir hang
GE Healthcare (Piscataway, NJ) dugc sir dung dé tinh sach heparosan. Cac cdt tao
xo04y Vivapure D Mini H tir hdng Sartorius Stedim Biotech (Aubagne, France). Kit thir
nghiém Micro BCA Protein tir hing Thermo Scientific (Rockford, IL). Enzym duoc st
dung dé phan hiiy heparosan cho phan tich disacarit dugc biéu hién va tinh sach trong
phong thi nghi€ém cia chiung t6i nhu dugc md ta trong tai liéu Han et al.(2009)
“Structural snapshots of heparin depolymerization by heparin lyase I” J Biol Chem
284(49):34019-27. HPLC-MS duogc thyc hién trén cong cu Agilent 1100 instrument
(Santa Clara, California). C4c tm silicagel TLC tir EMD (Gibbstown, NJ). Vat liéu dé
didu ché thang heparosan MW va x4c dinh heparosan M,, dugc m6 ta chi tiét trong tai
liéu Ly M, et al (2010) “Analysis of E. coli K5 capsular polysaccharide heparosan”
Anal Bioanal Chem (DOI: 10.1007/s00216-010-3679-7). Bo select  HA™ LoLadder,
thude do phan tir hyaluronan, dugc thu tir Hyalose (Oklahoma City, OK).
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Sinh truéng E. coli K5 trong céc binh lic 2,81

E. coli X5 tir bd suu tip ching giéng cia My (American Type Culture
Collection -ATCC #23506) dugc bao quan dong lanh trong 1ml méi truong M9, LB,
glycerol va mdi truong glucoza, v6i glycerol 25%. Binh lic 250ml chira 25ml méi
truomg cing loai dugc cdy chuyén v6i 0,5ml E. coli d3 tan bing. Thu dugc canh
truomg khi qua trinh sinh trudng theo ham mii bi chdm lai dat x4p xi 1,1g trong luong
té bao kho (DCW)/L v6i mdi truong nudi cdy M9, 5,4g DCW/L cho méi truomg tong
hop glycerol, 5,6g DCW/L cho méi truong téng hop glucoza, va 1,9g DCW/L cho méi
truomg LB. Canh trudong E. coli K5 (300ml) tiép dén duoc sinh trudng trong cac binh
lic 2,8L duogc ciy chuyén véi 5% thé tich té bao trong pha sinh truéng theo ham mii
cham. Canh truong dugc lac tai 220 vong/phut va tai nhiét do 37°C cho dén tan 1-4
gid sau khi sinh truéng dat t6i pha on dinh va sau d6 duoc thu lai dé thu hdi
heparosan. Mdi truong duge sit dung trong binh lic 2,8L dé 1én men bao gbém: 1. Moi
truomg LB: Difco™ LB broth, Lennox, 20g/l. 2. Mdi truong M9: glucoza véi lugng
2g/1, MgSO, vé6i luong 0,12g/1, CaCl, véi lugng 0,011g/1, thiamin-HCI véi lugng
0,337g/1, Na,HPO, véi lugng 6g/l, KH,PO, véi lugng 3g/1, NaCl véi luong 0,5g/1,
NH,4CI véi lugng 1g/l. 3. Mdi truong xac dinh Glycerol: glycerol véi lugng 20g/1,
thiamin v&i lugng 20mg/l, KH,PO, v6i luong 13,5g; (NH4)2HPO4 véi lugng 4g,
MgSO,47H,0 véi lugng 1,4g, axit xitric véi lugng 1,7g, va dung dich kim loai vi
lugng véi legng 10ml. Dung dich kim loai vi lugng bao g@)m (trén 1lit HC1 5M)
FeSO47H,O v6i lugng 10g, CaCl, véi lugng 2g, ZnSO,7H,O véi lugng 2,2g,
MnSO,4-4H,0 v6i luong 0,5g, CuSO,45H,0 véi Iugng 1g, (NHy)sMo070,44H,0 véi
luong 0,1g, va Na,B,0;10H,0 véi lugng 0,02g [Wang FL, Lee SY (1998) “High cell
density culture of metabolically engineered Escherichia coli for the production of
poly(3-hydroxybutyrate) in a defined medium” Biotechnology and Bioengineering
58(2-3):325-328]. 4. Mdi truong xac dinh Glucoza: mdi lit glucoza vé6i luong 20g,
thiamin véi luong 20mg, KH,PO4 véi luong 13,5g; (NH4)2HPO, véi luong 4g,
MgSO,4-7H,0 voéi luong 1,4g, axit xitric voi lugng 1,7g, va dung dich kim loai vi
luong v6i luong 10ml. Dung dich kim loai vi luong bao gdm (trén lit HCl 5M)
FeSO47H,0 v6i luong 10g, CaCl, véi lugng 2g, ZnSO47H,O voi lugng 2.2g,
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MnSO44H,0 véi luong 0,5g, CuSO4 5H,O véi lugng 1g, (NHy)sMo070,4-4H,0 véi
luong 0,1g, va Na,B407-10H,0 véi lugng 0,02g [Wang and Lee (1998), id].

Sinh trudng E. coli K5 trong thiét bi 1én men 7 lit

Quy trinh 1én men bao gdm giai doan sinh truéng theo mé va giai doan sinh
truong theo mé dugce tiép lidu. Thanh phin cua méi trudng cho sinh trudng theo mé
trong quy trinh 1én men: (mdi lit) glucoza véi lugng 20g, thiamin véi lugng 20mg,
KH,PO4 v61 lugng 13,5g; (NH4),HPO, v6i lugng 4g, MgSO,7H,0 véi luong 1,4g,
axit xitric voi lugng 1,7g, va dung dich kim loai vi lugng véi lugng 10 ml. Dung dich
kim loai vi lugng bao goém (trén 1 lit HCl 5M) FeSO47H,0 véi luong 10g, CaCl, véi
lugng 2g, ZnSO47H,0 véi lugng 2,2g, MnSO44H,0 véi lugng 0,5g, CuSO4 5H,0
véi lugng 1g, (NHy)sMo0;0,44H,0 véi luong 0,1g, va Na,B,0,10H,O véi luong
0,02g. Dung dich tiép liéu duoc st dung trong giai doan theo mé b sung bao gém
(trén lit): glucoza véi lugng 700g, MgSO4 7H,0 véi lugng 20g va thiamin véi luong
0,2g. [Wang and Lee (1998), id].

Giai doan sinh truéng theo mé bat dau véi budce cdy chuyén canh truong nhan
gidng (DCW 5,6g/1 vé6i lugng 300ml) thu duoc tir binh I4c trong giai doan sinh truéng
theo ham mti chdm. Nhié¢t d¢ duoc duy tri tai nhiét d¢ khoang 37°C, va d6 pH dugc
duy tri tai xdp xi 7 (bang cach bd sung dung dich amoniac 29%). Khong khi dugc thoi
vao trong thiét bi 1én men dé cung cip oxy, va tdc do cua dung cu khudy duoc cai dat

td1 520 vong/phut (RPM).

Giai doan tht hai cia quy trinh 1én men bat dau sau khi glucoza trong méi
truong sinh trudng theo mé da can va oxy hoa tan thé hién su ting manh. Sau d6, dung

dich tiép liéu dugc tiép lidu theo ham sé mil theo phwong trinh 1:

ey
LY LI : 4 g - B
Ms{t)= F{,tg‘sm} = ( v + m) Xt )V(tpyexp [H{t— t5)]

=

trong d6 MS 1a luu lugng theo khéi lwong ciia ngudn cacbon (g/h); F 1a luu luong tiép

liu (L/h); Sp 14 ndng d6 co chit cacbon trong ngudn tiép lidu (g/1); X l1a noéng do té
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bao (g/l dew); m 13 hé sé duy tri riéng (g/g dew/h); V 1 thé tich canh truong (L); ty 1a
thoi gian bat dau tiép licu; t 13 thoi gian quy trinh; p 13 tbc d6 sinh truéng riéng (h);
va Yy 12 san lugng té bao trén co chit cacbon (g/g) [Lee SY. 1996. “High cell-density
culture of Escherichia coli”. Trends Biotechnol 14(3):98-105]. Tri sé p nim trong
khoang tir 0,10 — 0,15 h™" dugc st dung trong nghién ciru nay dé cho phép nhén gibng
té bao du trong khi tranh tich tu ctia cac san phém phu doc hai do tdc do sinh truéng
cao hon. “Bom axit” duogc gén vao thiét bi 1én men dugc st dung dé thyuc hién chire
nang tiép liéu glucoza thay vi bd sung axit thuc, va bom bazo dugc str dung dé bd
sung dung dich amoniac 29% dé duy tri pH 6n dinh va cung cap cho canh trudng
ngudn nito. Bom thtr ba dugc sir dung dé bd sung chat chdng bot 204 vao trong canh
trudng khi canh truong tao bot vurot qua muc do cai dit duoc kiém soat béi vong phan
hdi thong qua bo phan kiém soat k§ thudt sb cia thiét bi 1én men. Téc do tiép litu
glucoza dat dugc bing cach lap trinh thoi gian bat-tit "bom axit" trong khoang thoi
gian mot phut. Phuong trinh T,,=0,72* exp[0,0023*(t - 420)] dugc sit dung trong
khoang thoi gian tir 7 gio dén 24 gio cua thoi gian 16n men da troi qua, trong 4o T, la
thoi gian “bom axit™ dugc bat trong khodng thoi gian mot gidy trong subt khoang thoi
gian mot phit. Tc do tiép lidu glucoza giam xudng sau 24 gid khi quan sat thiy su
han ché khi oxy. Viéc kiém soat d6 pH duogc thuc hién theo cach thu cong bang cach
sit dung bom bazo dé bd sung dung dich amoniac hydroxit 29%. Do pH duoc kiém
soétchétohéhonbéngcédlm&dungchuongtﬂnhtﬁychhﬁlduqcxdét&ongphﬁnrn&n
BioXpert V1.5. Téc d6 cua dung cu khudy va/hodc tbe do dong khong khi dugc tang
1én khi oxy hoa tan giam xudng dudi 20% bdo hoa khong khi. Oxy tinh khiét duoc
tron v6i khong khi dé cho ra oxy hoa tan da sau 24 gid 1én men. Viéc tiép liéu glucoza
dugc dung lai theo dinh ky dé dam bao ring céc té bao di dung hét glucoza, va cac san
phim phu doc hai (ching han axetat) khoéng tao thanh trong moi trudng. Viée tiép liéu
duoc bit dau lai sau khi quan sat théy dinh oxy hoa tan, cho théy su can kiét glucoza
va tao thanh ctia doc td boi cac san phdm. [Johnston WA, et al. (2003) “Tracking the
acetate threshold using DO-transient control during medium and high cell density
cultivation of recombinant Escherichia coli in complex media” Biotechnol Bioeng

84(3):314-23]. Cac mau duoc thu tir thiét bi 1én men theo dinh ky. Cac méu lay ra
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duge ly tam tai 12000 x g trong khoang thoi gian 30 phut dé tich phan ndi ra khéi céc

té bao E. coli.
Xac dinh néng dd heparosan trong phan ndi 1én men

Nong d6 heparsoan trong phan ndi 1én men dugc do bang ca phép phan tich
carbozol va NMR. Trong thir nghiém carbazol cia heparosan, 0,5ml phan ndi 1én men
thu hdi duogc béng ly tdm duoc st dung cho ct xody khir mubi Millipore YM-3 (1200
x g) dé loai bé mudi va cac phan tir nhé. Phin duoc giit lai chua heparosan thé dugc
thu hdi va 1am kho lanh. Heparosan thé d3 lam khé dugc hoan nguyén véi 0,5ml nude
ct va trai qua thir nghiém carbozol. Nong d6 ciia heparosan duoc tinh tir dd thi chuén
tao ra bang cach sir dung heparosan tinh khiét. Trong thtr nghiém NMR, heparosan
(1ml), duge thu hoéi twong tu tir phdn ndi canh trudong, duoc dong kho va sau d6 hoa
tan trong 400pL D,O chita 71pug natri terephtalat (tiéu chudn ndi bd) sau d6 chuyén
sang 6ng NMR cho 1H-NMR tai 600 MHZ. N6ng do heparosan duogc tinh toan tur ty 1€
gitta vung tich hgp ciia nhém N-axetyl trong heparsoan va vung tich hgp cia tiéu

chudn nbi bo.
Thu hdi nhanh miu heparosan trong quy trinh 1én men dé phan tich

Heparosan dugc thu hdi nhanh tir phﬁn ndi 1én men va duoc tinh sach mot phén
bang cach str dung cot xoay Vivapure D Mini H. Phin ndi (1ml), duoc thu hdi tir cac
té bao bang qua trinh ly tdm (12000 x g), dugc tron véi Iml dém A (50mM natri
clorua, 20mM natri axetat, pH=4). Sau d6, hdn hop dugc diéu chinh t6i pH=4 va duogc
tai 1én trén cot Vivapure D Mini H duoc cin bing trude. Sau d6, cot duge ria b%lng
dém A va duogc rira giai béng dém B (natri clorua 1M, natri axetat 20mM, pH = 4).
Céac mau di rira giai sau d6 duoc két tha voi 3 thé tich etanol duoc dé qua dém tai
nhiét d6 -20°C (trong may két dong chdng nd) va chét két tua thu duge duoc rira véi
etanol 75%, dugc hoa tan trong nudc va duge dong khé. Do tinh khiét cua cac mau thu

duoc sau d6 duoc kiém tra béi 'H-NMR.
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Tinh sach heparosan

Heparosan dugc thu hoi khi két thic 1én men trong binh lic hodc 1 thiét bi 1én
men 7 lit bang cach ly tdm canh trudng tai 12000 x g trong khoang thoi gian 30 phat.
Phén ndi thu dugc dugc diéu chinh t6i @6 pH = 4 bang cach bd sung axit axetic bing
va sau d6 dugc loc qua phéu Pyrex Buchner véi dia x&p (kich thudc 15 40-60pm).
Nhua chay nhanh DEAE-Sepharose dugc nhdi vao trong cot c6 kich thude phi hop (<
20mg heparosan/ml nhwa phdng). Pau tién, c6t dugc cAn bing véi natri clorua 50mM
trong dém natri axetat 20mM tai d¢ pH = 4. Sau do, ph?m ndi 1én men duoc tai 1én trén
cOt va ¢t duoc rira béng 3 thé tich natri clorua 50mM trong 20mM dém natri axetat tai
pH = 4. Sau d6, heparosan duoc rira giai ra khéi cot bang natri clorua 1mM trong dém
natri axetat 20mM tai 46 pH = 4. Heparsosan ma duoc rira giai ra khéi cot duoc két tua
bang cach bd sung 3 thé tich etanol va bao quan dung dich nay qua dém tai nhiét do -
20°C trong may két dong chéng nd. Chat két tia dugc thu hoi bing cach ly tim tai
12000g trong khoang thoi gian 30 phut. Hat dugc rira véi etanol 75%, 1y tam lai va hat
tao thanh hodc la dugc dong kho dé bao quan hodc 1a dugc st dung truc tiép cho budc
ty rira tiép theo. Heparosan ciing c¢6 thé duoc tinh sach tir hat t& bao bing cach bd

sung SDS 0,02% SDS, tiép dén khudy manh, ly tim va sic ky DEAE.

Trong budc tay rira, heparosan dau tién duoc hoa tan trong natri clorua 1M tai
néng do khoangl5g/1. BopH cia dung dich dugce diéu chinh t4i 9,5 b::ing NaOH IM va
hydro peroxit (30%) dugc bd sung dé thu dugc n6ng d6 cudi 1,5%. Hon hop dugc u
qua dém tai nhiét d6 trong phong, sau d6 heparosan duoc két tia bang cach bd sung 3
thé tich etanol va dugc dé qua dém tai nhiét 46 -20°C (trong may két dong chdng nd).

Hat tao thanh dugc rtra véi etanol 75%, dugc hoa tan trong nudc va dugc lam kho.
Phan tich disacarit cia heparosan

Heparosan (10mg/ml) dugc hoa tan trong dém natri phosphat 200mM tai pH =
7 va duoc xtt Iy bing 1mU mdi heparin lyaza 1, 2 va 3 tai nhiét d6 30°C qua dém. San
phim disacarit tao thanh dugc trai qua sic ky léng hiéu ning cao (HPLC)-ion héa

phun dién ti (ESI)-khéi phd (MS) trén cong cu thu giit Agilent Ton va ché phim
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disacarit dugc xac dinh. Phép phan tich LC-MS dugc thuc hién trén hé théng LC-MS
(LC/MSD trap MS; Agilent, Santa Clara, CA). Cac dung dich A va B dung cho phép
sic ky 1éng hiéu ning cao 14 axetonitril 15% va 65% twong tng, chira cling ndng do
cua NH,HCO; 37,5mM va tributylamin 11,25mM. Budc tach duoc thuc hién trén cot
C-18 (Agilent) bang cach str dung dung dich A trong khoang thoi gian 20 phut, tiép
dén bang gradient tuyén tinh tir 20 dén 45 phiit dung dich B 0—50%. Dong thai tir cot
di vao ngudn khéi phd ion héa phun dién tir (ESI-MS), dé tiép tuc do tim béi MS.
Giao dién phun dién t& dugc cai dat ché do ion héa 4m tinh véi hiéu dién thé 400V,
dau ra mao dan 240,0V, va nguén nhiét do 3250C, dé thu duogc luong du ion tdi da
trong phd quét ddy du (150-1,500 Da, 10 1an quét diy di/gidy). Nito duge st dung
lam khi lam kho (51/phtt) va khi trung hoa (20 psi). [Bhattacharyya S, Am J Respir
Cell and Molec Biol 42, 51-61].

Phéan tich NMR cua heparosan

"H-NMR va C-NMR dugc tién hanh trén phd ké Bruker 600 MHz NMR. Cac
mau heparosan dugc didu ché tai ndng d6 2mg/ml trong D,0O (99,99+ nguyén tir %),
duoc séy thang hoa dé loai b6 cac proton trao ddi va tai hoa tan trong D,O va dugc
chuyén vao cac 6ng NMR 5mm chuin. Sy thu nhan phé duogc thuc hién béng cach st
dung phin mém TOPSPIN 2.0. Tét ca cic phd dwoc thu nhan tai nhiét 6 298K
(24,85°C).

Thr nghiém ham lugng ADN va protein

Ham lugng ADN trong san pham heparosan cudi cling duoc x4c dinh bang cach
do su hép thu UV ctia dung dich heparosan 0,1mg/ml tai 260nm va 320nm. Néng do
ADN duoc tinh toan la nf‘)ng dd (ng/ml) = (chi s6 doc Ango — chi sd doc Aszpg) X hé )
pha loang x 50pg/ml. Him lrong protein duoc thir nghiém bang cach st dung Kit thir

nghiém Proten BCA Micro theo huéng din ciia nha san xuét.
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Phan tich trong Iugng phan tir cia heparosan

Thang chuin heparosan ciia cac khdi lugng phén tir d3 biét, dugc didu ché tir
polysacarit heparosan K5 d3 tdy rira bang phuong phap dién di polyacrylamit diéu ché
lién tuc sir dung Mini Prep Cell (Biorad, Hercules, CA) apparatus (Ly et al., 2010).
Céc phan doan heparosan dugc mo ta dic diém boi phuong phap khéi phé bién ddi
Fourier (FT-MS) va dugc tron lai dé diéu ché thang trong luong phan tir chuén dé x4c
dinh cac ddc tinh trong luong phén tir ciia heparosan (Ly et al., 2010). Cac thuée do
phan tt ctia hyaluronan (HA), ma ciing 13 polysacarit tuyén tinh véi cing mét do dién

tich nhu N-axetylheparosan, duoc sir dung 1am tiéu chuan cho khoang trén ctia mau.

Ca HA va cé4c thuéc do phan tir heparosan duge st dung 1am bd chuén cho
phép phan tich trong lugng phan tir clia cac heparosan duge diéu ché trong méi truong
nudi cdy khac nhau va tai cac thoi diém 1én men khic nhau. Gel polyacrylamit
gradient (4-15%) c6 kich thudc 0,75mm x 6,8cm x 8,6cm dugc st dung trong cac
phép phan tich trong lugng phan ti heparosan. Cac mau heparosan (25ug) duoc tai 1én
trén cac gel va sau d6 dugc trai qua qué trinh dién di (200V trong khoang thoi gian 20
phut) va dugc nhudm mau xanh Alcian trong khoang thoi gian 1 gid, va sau d6 duge
khir nhuém mau bang etanol 25% /axit axetic 10% (Ly et al., 2010). Céc gel dugc quét
va cac hinh anh k¥ thuat sé nay dugc phan tich bing cach sir dung phin mém may tinh
UN-SCANIT. Thu dugc biéu dd mat d¢ hinh anh dang diém nhu 13 ham cu ly di
chuyén. T dit liéu ndy, dic tinh trong lwong phan ti cia cac miu heparosan dugc mo

ta dic diém tir dd thi chudn thu duoc.
Két qua
Quy trinh 1én men E. coli K5 trong cac binh lic dé diéu ché heparosan

E. coli K5 dugc sinh truéng trong cac binh lic cho dén tan 1-4 gio sau khi dat
dugc pha 6n dinh. Quy trinh 1én men dugc kéo dai qua pha dn dinh dé tich tu luong t6i
da heparosan trong moi truong, phi hop véi cic bao cao cho ring sy c6 mit cia
heparosan trong méi trudng 1am chdm su sinh truéng cia té bao, [Manzoni M et al.

(1993) Journal of Bioactive and Compatible Polymers 8(3):251-257]. San luong

-23-



22507

heparosan it céc canh trudng trong binh nim trong khoang tir 70-500mg/l. P tinh
khiét ctia heparosan thu hdi tir cic canh trudng trong binh trong tat ca cac truomg hop
> 85% theo udc tinh béi NMR Wang Z et al (2009) Anal Biochem. 398(2):275-7.
[Zhang ZQ et al (2008) “Solution structures of chemoenzymatically synthesized
heparin and its precursors” Journal of the American Chemical Society 130(39):12998-
13007]. Heparosan thu hdi tir méi truong tdng hop, bao gdm moi truomg M9, moi
truong glucoza, va mdi trudng glycerol, thé hién cac muc do tinh khiét cao hon
(>95%) so v&i heparosan thu hdi tir méi truong LB, ma thé hién céc dinh bd sung
trong NMR, dong nhét v6i khoang 85% d¢ tinh khiét (Fig.2). Phép phan tich
heparosan 14y tir mdi truong LB bing phwong phap dién di gel polyacrylamit (PAGE)
thé hién dai My thép, tuong tng v6i thanh phdn moéi truong ma cung tinh sach véi
heparosan. Tap chit niy c6 thé dugc loai bo bing cach st dung cot X04y cit bo trong

lugng phéan tir (molercular weight cut-off - MWCO) (Fig.2).

Thanh phan disacarit ciia heparosan dugc xac dinh bang HPLC-MS (khong
dugc trinh bay) sau khi hoan thanh phan hily véi heparin lyaze 1, 2 va 3, va thé hién su
c6 mit cua disacarit m/z 378,2. Disacarit tuong Gng v6i AUA(1— 4)-0-D-GlcNAc,
pht hop véi chu triic 1ip dong déu cia heparosan, — 4)-B-D-GlcA (1—4)-a-D-
GlcNAc (1— . Pé x4c nhén ciu trac nay heparosan danh ddu *Cva N’ dugc didu
ché bang cach nudi cdy E. coli K5 trong mdi truomg M9 chua BC-glucoza va "°N-
amoni clorua danh diu déu. Cau triac ciia C-,'’N-heparosan danh ddu déu thu hdi
dugc xac nhén bdi viéc phan hiy hoan toan vaéi heparin lyaza 1, 2 va 3, sau do6 1a boi
HPLC-MS, ma thé hién disacarit don m/z 392,9. Chénh 1éch 15 amu gitta m/z 378,2 va
392,9 pht hop v6i sy 1am gidu déng vi °C va "N ddy da va x4c nhan cu tric 13p cia

heparosan.
Quy trinh 1én men E. coli K5 trong thiét bi 1én men 7 lit

Téc do tiép lidu da ting theo ham mii dé theo kip su sinh truéng theo ham mii
cla E. coli. Trong giai doan tiép lidu, qua trinh phai dimg lai nhidu 1in dé dam bao
rang khong c6 su ting din glucoza trong mdi treomg, ma c6 thé dan dén su tich tu

axetat va uc ché su sinh trudéng cua E. coli. Viéc tiép liéu dugc bat dau lai chi sau khi
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quan sat thdy su ting oxy hoa tan, x4c nhan glucoza bi can (Fig.3). Trong cac giai
doan sau cta quy trinh 1én men (sau 22 gi®), oxy hoa tan trd nén han ché. Tang cudng
khudy va dua oxy tinh khiét vao dé téi da ndng do oxy hoa tan trong canh trudng. Bét
chap nhitng nd luc nay, mirc oxy hoa tan van rat thép sau 31 gio. Giam tbc do tiép lidu
glucoza khi oxy tr& thanh dudng chat han ché. Trong sudt quy trinh 1én men, do pH
duoc duy tri nim trong khoang tir 6 dén 8 bang céch bd sung NH,OH. Sau 37,5 gio 1én
men, mat do té bao dat dugc 1a 85 g DCW/L, va néng do heparosan trong ph?m ndi 1én

1 A
, toc

men dugc xé4c dinh 1a 15g/1. Téc @9 sinh truéng téng thé duoc tinh 13 0,12 giv
dd san xudt téng thé 1a 1,2g/h, va tbc d6 san xudt theo thé tich 13 0,4g/1.h. Heparosan
dugc tinh sach tir quy trinh 1én men 12 heparosan c6 do tinh khiét cao, danh gi4 tir phd
'H-NMR (Figure 4A). Ngoai ra, céc thir nghiém ADN va protein BCA cho thiy ring

<1% ADN va <2% protein toOn tai trong vat liéu heparosan cudi cung.
M0 ta dac diém cau tric ctiia heparosan

'H-NMR, “C-NMR, HPLC-MS va Fourier Transform (FT)-MS (Figure 4) x4c
nhan ciu tric chung cia heparosan la — 4)-B-D-GIcA (1—4)-0-D-GIcNAc (1—
(Fig.1A). FT-MS cua phéan doan heparosan c6 mic d6 polyme hoa (dp) 1a 24', thu duoc
bang cach sir dung phuong phép dién di didu ché duge thé hién trong Fig.4C. Phd nay
cling cho thy su c6 mit ciia gbc AUA uronat khong no (Fig.1B) tai diu khong khir
ciia mot sb chudi polysacarit. Su c6 mat clia géc AUA dau cudi thich hop véi hoat tinh
ctia heparosan lyazan K ciing ton tai trong ching E. coli K5. Phép phan tich FT-MS
cho thiy heparosan thu héi tir phdn ndi 1én men chira hdn hop heparosan duoc két thic
bang gbc AUA va bing gbc GlcA. Két qué nay thich hop v6i mét s6 heparosan trong
mdi trudng dugc 14y ra tir bé mat té bao bing luc cit va mot sb duoc giai phéng vao
mdi trudng bang qua trinh phan hiy heparosan lyaza. Heparosan dugc tach ra khoi
phan ndi duge xir Iy bang B-glucuronidaza, enzyme exolytic c6 kha nang loai bé GlcA
nhung khong loai bo DUA ra tir dau khong khir ctia chudi heparosan. Viéc quan sat
GlcA dugc giai phéng st dung sic ky 16p méng (dir liéu khong duoc trinh bay) khing
dinh rang mot s6 chudi heparosan ma duoc dua vao trong phan néi duoc két thic bang

GIcA.
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bdc diém MW cuia heparosan

Céc heparosan thu hoi tir E. coli K5 sinh truéng trong cac binh lic, duoc phan
tich bang PAGE so v6i thang chuan heparosan tinh sach (Fig.5 va Bang 1). Heparosan,
thu hoi tir phdn ndi trong cic canh trudng trong binh sinh truéng trén moi truong M9,
mdi truong tong hop glycerol, méi trude phirc chit LB thé hién su chénh léch M, hoic
M,, nh6. Heparosan thu hdi tir phan ndi trong méi trudng tdng hop glucoza cé6 M, va
M,, thap nhit. Heparosan thu héi tir hat thé hién M,, cao hon heparosan thu hdi tir phin

nbi 1én men (dir liéu khong duoc trinh bay).

Tiép dén, cac mau tir thiét bj 1én men duoc 14y tai nhiéu thoi diém khac nhau
trong subt qua trinh 1én men va heparosan dugc tinh sach bing cot xody Vivapure D
Mini H. D tinh khiét ctia cc mau tao thanh dugc x4c nhan 13 > 85% tir cac phan ndi
1én men boi 'H-NMR. Phép phan tich PAGE (Fig.5B) thé hién sy ting ban diu & trong
lwong phan tir heparosan, tiép dén khong cé nhitng thay d6i khac & trong luong phan
tir khi thoi gian 1én men ting (Fig.6). Chi s d6 rong phan bd cia heparosan
(PDI=M,,/M,) thay dbi mét chut trong sudt qua trinh 1én men.

Thao luan

Trong nghién ctru ndy, san luong heparosan cao trong phan ndi 1én men (15g/1)
dat dugc trong canh truong & thiét bi 1én men theo mé duoc tiép liéu duogc sinh truong
trén moi trudng xac dinh chira glucoza. Piéu nay so sanh vdi san lugng gan day duoc
bao cao cua heparosan la 10,2g/l tir cung loai vi sinh vat dugc sinh trudong trén moi
trromg xac dinh chira glycerol (Cong b patent US s6 2008/0032349). Téc do san xuét
theo thé tich ciing dugc ting so v4i bao cdo trude ddy. Ngoai ra, glucoza, 1a ngudn
cacbon ré hon so véi glyxerol, khién quy trinh 1én men nay kinh té hon. Quy trinh 1én
men theo mé duoc tiép lidu sinh truéng tai quy mé 3L c6 thé déng vai trd 1am mau thi
cho quy trinh 1én men trén quy mo phong thi nghiém 16n hon, din dén viéc san xuét
heparosan cong nghi€p. Cac quy trinh nghién ctru quy mo 16n hién nay dugc thuc hién
trong phong phi nghiém ctia ching t6i ting tir 3L dén 750L thé tich 1am viéc, ma s&

cung cip nén tang cho quy md 16n 1én téi khoang100,000L thé tich lam viéc can cho
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su san xudt heparosan quy md lén (100 tin) dé cung cip nguyén lidu cho téng hop
heparin cong nghé sinh hoc. Kha nang sir dung tdc do tiép liéu glucoza nhanh hon
trong quy trinh 1én men va cic mirc oxy cao hon trong thiét bi 1én men dang dugc tim

hi€u de tang toc do san xuat heparosan.

Viéc st dung méi truong xac dinh chtra glucoza 1am ngudn cacbon vira lam
giam chi phi 1én men vira 1am giam tinh phtrc tap vé moi trudng, khién quy trinh tinh
sach d& hon. Heparosan duoc tinh sach tir moi truong LB phuc chét it tinh khiét hon
nho cac thanh phéan ciia méi trudong phirc cht va cac budc tinh sach bd sung duoc yéu

cau so véi heparosan duge tinh sach tir méi truong xac dinh chira glucoza.

Heparosan, tach ra khéi phin ndi canh trudng do viéc thai vio mdi truong
trong sudt quy trinh 1én men qua hoat tinh két hop cua lyaza K5 va luc cét. Viée ting
cudng dua heparosan vao trong mdi trudng lam ting san luong heparosan trong phan

ndi, 1am giam chi phi ctia quy trinh tinh sach & giai doan thu hoi.

Su ¢6 mit clia lyaza K5 gép phan vao viéc giai phong nang heparosan thich hop
vao trong mdi truong, lam ting san luong heparosan. Pong thoi, su c6 mit cua
heparosan lyaza K5 din dén thu dugc gdc sacarit khong tw nhién, AUA, tai dau khong
khir ctia chudi ma c6 thé can xir Iy tiép theo. Heparosan lyaza K5 con lam ting chi sb
d6 rong phan b clia heparosan, ma c6 thé 1am phirc tap qua trinh xir 1y tiép theo thanh
heparin. Pic tinh trong lwong phan tir ciia heparin theo cong nghé sinh hoc gin lién
v6i dac tinh trong lugng phan tr ciia heparosan. Phuwong phap hién nay didu ché
heparosan véi dic tinh thich hgp dé xtr 1y thanh heparin. Do d6, cac tic gia sang ché
da cho thdy ring trong su c6 mit clia lyaza van c6 thé didu ché heparosan véi dic tinh
trong lugng phan tir mong mudn bing cach kiém soét ky cac didu kién lén men va thoi

gian Xt ly 1én men.

Viéc kiém soat hoat tinh lyaza K5 trong twong lai ¢ thé 1a mot bién phap dé

ki€m soat tot cac bién phap kiém soat heparosan.
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Bang 1. Trong lugng phan tir trung binh s6 (My), trong luong phan tir trung binh khéi
(Mw) va chi s& d6 rong phan b6 (PDI) cua heparosan thu hdi tir cac moi truomg khac

nhau trong binh lic 2,8L.

Moi truong | My My PDI
M9 54.000 82.000 1,5
Glyxerol 50.000 79.000 1,6
Glucoza 25.000 44.000 1,8
LB 54.000 68.000 1,3

Vi du 2: Bdo C4o Quy Trinh Lén Men 20L (1én men theo mé dugc tiép liéu pH)
Moi trudong

Moi truong x&c dinh Glucoza: (trén L) glucoza véi lugong 20g, thiamin voi
luong 20mg, KH,PO,4 v6i lugng 13,5g; (NH4),HPO, véi lugng 4g, MgSO,4 7H,0 voi
luong 1,4g, axit xitric v6i lugng 1,7g, va dung dich kim loai vi luvgong véi luong 10ml.
Dung dich kim loai vi lugng bao gém (trén lit HC1 5M) FeSO,7H,0 véi lugng 10g,
CaCl, vo6i lugng 2g, ZnSO,7H,0O v6i luong 2,2g, MnSO44H,0 véi lugng 0,5¢,
CuSOy4-5H,0 véi lugng 1g, (NH4)sM070,4-4H,0 véi lugng 0,1g, va Na,B,0,-10H,0
v6i lugng 0,02g. Dung dich tiép liéu duoc sir dung trong giai doan theo mé duge tiép
liéu bao gdm (trén lit): glucoza véi lwong 700g, MgSO, 7H,0 véi lugng 20g, KH,PO,
v6i luong 47g va thiamin v6i lugng 0,4g. Moi truong R, ma 1a mdi trudng chira

glucoza dugc st dung trong cac quy trinh 1én men, dugc di€u ché nhu sau:

Phan A cia moi truong R: (NH,),HPO,, KH,PO,, va axit xitric 3 bd sung vao khoang
8L nuéc két hop khudy tir, dung dich kim loai vi lrong (100X dung dich gbc) duoc bd
sung, do pH dugc diéu chinh t6i 6,80, sau d6 nudc duoc bd sung vao 9L. Phan A duoc

v0 trung trong thiét bi 1én men tai nhiét 46 121°C trong khoang thoi gian 45 phut.
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Phan B ctia méi trudmg R: MgSO, va dung dich glucoza dugce tao ra 13 dung dich gbc
10X va dugc vo tring riéng véi ndi hip tai nhiét @6 110°C trong khoang thoi gian 20
phut (cling c6 thé duoc vo tring bang thiét bi loc).

Dung dich tiép liu: Glucoza, MgSO4-7H,0 va KH,PO, 47g dugc hoa tan
trong 11it nude voi nhiét va khuéy, va dugc vo trung béng ndi hép tai nhiét @6 115°C
trong khodng thoi gian 20 phut. Thiamin dugc hoa tan trong nudce va sau do duoc vo

trung bang thiét bi loc.
Quy trinh van hanh
Ngay 1:

Bén dng nudi cdy 5ml duoc ciy chuyén vao moi truong tong hop glucoza mo ta
& trén (mdi trudng R) véi chung E. coli K5 (duge bao quan trong may két dong &
nhiét d6 -80°C) vao budi sang, duoc sinh truéng trong ti G tai nhiét do 37°C l4c tai téc
dd 220 vong trén phit trong khoang thoi gian 10 git. Bén canh trudong dugc chuyén
vao 500ml moi trudng trong binh lic c6 vach ngin 2,8L vao budi tdi va duogc sinh
truéng tai nhiét 46 37°C lac véi toe d 220 vong trén phut trong khoang thoi gian 10

gio.
Ngay 2:

Pau do do pH cuia thiét bi 1én men va dau do DO dugc vo trung va dugc hiéu
chuin tai nhiét do sinh truong (37°C). Ba bom dugc cai dat: bom 1 - NH,OH @ didu
chinh d6 pH; bom 2 — dung dich tiép liéu; bom 3 — chéng tao bot.

Phan B ctia méi trudng R duge bd sung vao thiét bi 1én men dé tron vé6i phin A
va duge cdy chuyén véi 500ml canh trudng nhan giéng. Do pH duoc duy tri tai 6,8
bang cach bom NH,OH vao. Bom dung dich tiép liéu x4y ra khi quan sat thdy dinh do
pH va dinh DO. Bom tiép liéu dugc lap trinh & cho ra 100% san lugng (khoang 6,7g
xung glucoza) khi pH>6,8. Téc d6 khudy va/hodc lvu lwong khong khi dugc tdng 1é€n
dé duy tri DO trén 20%. Dong oxy tinh khiét duoc bd sung khi DO khéng dugc duy tri
trén 20% bang cach thay doi toc d6 khudy va luu lvong khong khi.
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Ngay 3:

Dimng 1én men khi tri s6 OD®” cia canh trudong bit ddu giam. Thu va ly tam

canh truong. Heparosan dugc thu héi tir phin ndi.

D6 thi mau xanh trén Fig.7 1a xu huéng DO (oxy hoa tan trong canh truong).
Do mét d6 té bao cao tiéu thu oxy rat nhanh, nén DO tr& vé gén 0 vai gio trudc khi
thu, trong khi dong oxy tinh khiét van duoc duy tri. Qué trinh 1én men duoc dung lai
vai gio sau khi OD 600 (mét d0 quang cta canh truong tai bude séng anh sdng 600nm)
bat dAu giam. Dimng 1én men bing cach tit dong oxy, dirng khudy va sau d6 bit dau

thu.
Léy mau:

Xép xi 40ml mau dugc Iéy dé do mat do quang hoc tai 600nm, sau do ly tim tai
12000 x g trong khoang thoi gian 30 phut dé tach phan ndi ra khéi céc té bio E. coli.

Phan noi va hat té bao duoc két dong riéng ré.
Phan tich mAu 1én men:

Trong lugng t& bao kho (dry cell weight - DCW) duoc do bang cach cin hat té
bao kho trén can. Nong d6 heparosan trong phin nbi dugc do bang phuong phap dinh
lugng NMR hodc thtr nghiém carbazol theo phuong phép két tia etanol cia Song J-M
et al. (2009) [“A simple method for hyaluronic acid quantification in culture broth”
Carbohydrate Polymers 78 (2009) 633-634. Wang Z et al (2009) Anal Biochem.
398(2):275-7].

Két qua duoc trinh bay trén céc Fig.7, Fig.8 va Fig.9.

Heparosan duoc tao ra trong giai doan lén men nay cé trong lugng phan tir
trung binh s6 1a khoang 58,000 Da, trong lugng phén t& trung binh khéi 13 khoang
84,000 Da, va chi s6 @6 rong phan b (PDI) 1a khoang 1,4. Do tinh khiét duoc uéc tinh

tai 95% hoac 16én hon.
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Vi du 3: Tinh sach heparosan bing sic ky chitosan

Chitosan 13 polysacarit tuyén tinh bao gdm D-glucosamin lién két p-(1-4) va N-
axetyl-D-glucosamin dugc phan bd ngau nhién cung cdp phuong 4n thay thé cho nhwa
trao d6i anion dé tinh sach sic ky heparosan. Nhém amino trong chitosan (khoangpKa
6,5) khién né duoc tich dién dwong va c6 thé hoa tan trong diéu kién axit va do d6
thich hop dé tinh sach dua vao ai luc cua heparosan tich dién &m. Tinh sach heparosan
dua vao chitosan c6 thé d& dang dugc kiém soat dua vao né)ng dd chitosan va pH ban
dAu. Hon thé nita, chitosan khong dét, ngudn cung dbi dao, va c6 kha nang phan hdy
sinh hoc. Vi du ndy mo ta phuong phap tach dua vao chitosan hoa tan dé thu hdi hiéu
quéa heparosan truc tiép tir dich 1én men. Phuong phap tach dua vao sy trung hoa dién
tich nay st dung dién thé cua chitosan c6 thé dugc sir dung dé tinh sach cac dai phan

tir tich dién 4m khac tir hdn hop 1én men phirc chat.

Dich 1én men tir 7 lit dich 1én men Escherichia coli K5 duoc ly tam tai toc do

7000 vong trén phut trong khoang thoi gian 30 phit dé loai bé cac té bao.

1. Dinh luong ham lugng heparosan dua vao NMR trong phin ndi duoc

thuc hién.

2. pH cuia phan ndi dugc didu chinh t6i 4 st dung dung dich HCl tiép dén
ly tAm tai 7000 vong trén phit trong khoang thoi gian 1 gio dé loai bé tap chét bét ky
két tia.

3. Tiép dén, phan ndi dwoc pha loing 5 lan su dung nudc khir ion
(deionized — DI) pH = 4.

4. Dung dich chitosan 10mg/ml dugc didu ché bing cach hoa tan chitosan
trong dung dich axit axetat 1%. D6i véi mdi 10mg heparosan, 2,5mg chitosan dugc bd
sung vao phan ndi bang cach sir dung dung dich chitosan ndéng d6 10mg/ml.

5. Sau d6, hdn hop dugc khudy trong khoang thoi gian 10 phut tai nhiét do
trong phong dé dam bao tron dung dich tao thanh phu hop. Tiép dén u hdn hop tai
nhiét d6 4°C qua dém.
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6. Phtrc chit chit da dién phan chitosan-heparosan tao thanh chét két tua
ling xubng va duoc thu hdi bang cach sir dung ly tAm tai tc d6 8000 vong trén phut

trong khoang thoi gian 1 gio.

7. Tiép dén rira chét két tha bang nude DI pH = 4 va ly tdm chit két taa nay
lai tai tc do 8000 vong trén phut trong khoang thoi gian 1 gio.

8. Chitosan mat di ban chit cation ciia n6 dudi didu kién bazo dan dén su
pha v clia phirc chét tinh dién, thu dugc heparosan tu do trong dung dich va chitosan
khoéng hoa tan. Hat da rira dugc cho vao trong dung dich NaOH 1M va dugc G qua
dém dé thu hdi heparosan trong dung dich. Chitosan khong hoa tan dugc loai bé hodc
1a qua loc hodc 1a ly tdm tai 10000 vong trén phut trong khoang thoi gian 2 gio. Budc
nay cé thé duoc ghép véi budce trao ddi cation hoic budc trao ddi anion dé loai bé tap

chit khac dan dén sy tinh sach thém heparosan thu dugc.
Vidu 3A

Bing céach st dung quy trinh trén, heparosan dugc tinh sach tir dich 1én men sir
dung nhya Iuu lugng nhanh DEAE sepharoza trong ché do cot tiép dén két tia vé6i 4
thé tich etanol. Sau d6, heparosan thu hdi duoc tham tich bang cach st dung cic mang
3500 MWCO chéng nuéc DI. Sau d6, dung dich d thdm tach dwoc sdy thing hoa sau
khi giam thé tich bang cach st dung thiét bi bay hoi quay.

Dung dich 1mg/ml ciia heparosan di tinh sach nay sau d6 dugc diéu ché bang
cach hoa tan né trong nuéc khir ion pH = 4. Sau mau khac nhau dugc didu ché bang
cach str dung 10ml dung dich 1mg/ml va bd sung cac luong chitosan khac nhau trong
khoang 2-6mg st dung dung dich chitosan 10mg/ml trong axit axetic 1%. Cac mau
dugc U tai nhiét do 4°C qua dém. Phirc chét da dién phan két tia dugc thu hdi bing
cach ly tim cAc mau nay tai tbc do 8000 vong trén phut trong khoang thoi gian 1 gio.
Dung dich NaOH 1M sau dé duoc bd sung vao cac hat tao thanh khong can rira béng
nuéc DI 6 pH = 4. Chitosan khong hoa tan duoc loai bé bang cach ly tAm tai tbe do

10000 vong trén phiit trong khoang thoi gian 2 gid. Cac mau duoc thu hdi va phan ndi
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sau d6 dugc phéan tich sy c6 mit clia heparosan biang cach st dung thir nghiém

carbazol.

Theo thir nghiém carbozol, dat dugc hiéu suét thu hdi 100% heparosan tai do

pH = 4 bing c4ch b6 sung 4mg chitosan vao 10ml dung dich heparosan 1mg/ml.
Vidu 3B

Trong thir nghiém b6 sung, phan ndi tao thanh sau qua trinh ly tdm sau 1én men
duoc diéu chinh bing cach bd sung axit clohydric toi pH = 4. Tiép dén ly tam tai tbc
do 8000 vong trén phut trong khoang thdi gian 1 gio dé loai bé tap chit két tia. Sau d6
phan ndi dugc diéu chinh quay tré vé& do pH = 4 sit dung dung dich NaOH 1M. Dinh
lugng mau da diéu chinh d6 pH nay bing NMR cho thiy khong cé sy mAt mat

heparosan trong cic miu nay.

Sau d6, cdc mau nay dugc lam lodng 5 1in bang cach st dung nudce DI c6 dd
pH = 4. Tiép dén, 6 miu ndy véi mdi miu 10ml dwoc tao ra bing céch bd sung
chitosan trong khoang 2-8mg trén mdi miu bang cach st dung dung dich chitosan
10mg/ml trong axit axetic 1%. Cac mau duoc U tai nhiét d6 4°C qua dém. Phirc chét da
dién phan két tia dugc thu hdi bang cach ly tim cdc miu nay tai tbe do 8000 vong trén
phut trong khoang thoi gian 1 gid. Dung dich NaOH 1M sau d6 dugc bd sung vao cac
hat tao thanh khéng can rira bang nuéc DI c6 d6 pH = 4. Chitosan khoéng hoa tan dugc
loai bé bang cach ly tAm tai tbc d6 10000 vong trén phut trong khoang thoi gian 2 gio.
Céac mau dugc thu hdi va phin ndi sau d6 dugc phan tich su c6 mit cia heparosan
bang cach sir dung thir nghiém carbazol. Céc thir nghiém carbazol cic miu cho thiy

tinh sach khodng 70% heparosan tir dich 1én men.

Sang ché d& xuit phuong phap tinh sach hiéu qua dé thu hoi heparosan tir dich
1én men. Chitosan duoc st dung trong buéc nay ré, dé tim, tuong thich sinh hoc va cé
khé& ndng phéan huy sinh hoc. Cac dic diém nay khién né tro nén 1y tudng dé st dung 1a
chit két tia dé tinh sach heparosan, ma c6 thé dugc bién déi bang enzym thanh
heparin c6 thé truyén trong tinh mach. Ngoai ra, sang ché ciing d& xuét budc co dic

quan trong, tir do lam gidm thé tich 1am viéc lién quan dén quy trinh nay so véi céc
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budc két tiia etanol thuong duge st dung. Thé tich 1am viéc v6i cach két tia etanol, vi
du, trong mot sb truong hop vuot qua thé tich 1én men. Ban chat twong thich sinh hoc
va phén huy sinh hoc clia chitosan khién né thich hop hon so véi cac polycation khac
ma c6 ban chat doc hai nhu xetylpyridini clorua (CPC) va Poly(diallyldimetyl amoni
clorua). Ngoai ra, phuong phép ndy c6 kha nang tinh sach cac polysacarit khiac nhu

axit hyaluronic va cac protein axit cling nhu ADN.

Ngodi ra, sang ché ciing dé xut viéc thu hdi polysacarit dang nang tir vi khuén,
heparosan K5v6i hiéu qua vé chi phi tir dich 1én men bing cich st dung phuong phép
két tia v6i tiém ning st dung trong phét trién heparin theo cong nghé sinh hoc.
Phuong phap nay sir dung céc polycation thu dugc mot cach ty nhién, ma twong thich
sinh hoc va cé kha nang phan huy sinh hoc, tir d6 cung cép cong nghé tinh sach hiéu
qua va an toan ddi v&i cac loai thudc diing trong tinh mach nhu heparin. San lugng cao
thu dugc bang phuong phap nay khién né tré nén Iy tuéng 1a budc c6 dic tir 46 giam
thé tich 1am viéc. Tinh d& dang thu hdi ctia budc nay va tinh twong thich ctia né véi
cac budc khic trong quy trinh téng hop enzym héa hoc heparin theo cong nghé sinh
hoc khién né tr& nén 1y tuéng dé si dung lam quy trinh tinh sach. Phuong phap nay co6
kha nang loai bo cac polysacarit va protein dang anion khéc dugc din xudt tir quy trinh

1én men vi khuan cling nhu céc loai tich dién 4m cao nhu ADN.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phép san xuét heparosan vé co ban 14 tinh khiét tir Escherichiacoli K5,
bao gdm céc budc:

(a) nudi cdy E. coli K5 trong mdi trudng xac dinh véi glucoza 13 ngudn
cacbon chinh, trong d6 viéc nuéi cdy nay bao gdm giai doan sinh trudng theo mé va
giai doan sinh trudng theo mé duoc tiép liéu, trong do:

(1) moi trudong duoc st dung trong giai doan sinh trudng theo mé bao gdm
(trén lit) glucoza véi lugng khoang 20g, thiamin véi lwong nim trong khoang tir 10
dén 300mg, KH,PO,4 vé6i luwong khoang 13,5g; (NH4),HPO, vé6i lugng khoang 4g,
MgSO47H,0 vo6i luong khoang 1,4g, axit xitric vdi lugng khoang 1,7g, va khoang
10ml dung dich kim loai vi lugng; trong d6 dung dich kim loai vi lugng bao gém vé co
ban (trén lit HC1 5SM) FeSO4-7H,0 v6i lugng 10g, CaCl, véi luong 2g, ZnSO, 7H,0
v6i lugng 2,2g, MnSO44H,0 v6i luwong 0,5g, CuSO45H,O vé6i luwong 1g,
(NH4)6M07,0,4'4H,0 vé6i lugng 0,1g, va Na,B,07-10H,0 véi lugng 0,02¢g va trong d4,

(i) moi trudong tiép lidu duoc sir dung trong giai doan sinh trudng theo mé
dugc tiép liéu bao gbém (trén lit): glucoza vé6i lugng nim trong khoang tir 250 dén
1000g, MgSO, v6i lugng 20g, thiamin véi lwong nim trong khoang tir 0,15 dén 0,5g,
va tuy y, KH,PO, vé6i lugng 47g, va

(iii)  trong d6 oxy duoc cung cip boi khong khi duge phun vao c6 hodc khong
c6 oxy bd sung;

(b)  gin heparosan 1én pha rin, c6 quy trinh rira giai tiép sau; va

(c)  két tia heparosan tir dich rira giai;

trong d6, heparosan vé co ban 13 tinh khiét nay 13 t6i thiéu 90% tinh khiét.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 oxy hoa tan dugc duy tri tai khoang 20%.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do duge duy tri tai nhiét do khoang
37°C, va do pH duoc duy tri tai khoang 7.

4. Phuong phép theo diém 3, trong d6 do pH d néu duoc duy tri bang cach bd

sung dung dich amoniac 29%.
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5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 méi trudng duge st dung trong giai doan

theo mé dugc tiép lidu, dugc tiép lidu tai tbc d6 dugc x4c dinh béi cong thic:

Ms(t)=F(t) Sz, = ( ‘;E - m) X(tg)V{tg)exp [Pt — to)]

¥
Y\ B £

trong d6, Ms 1 luu lugng theo khdi lwong ciia ngudn cacbon (g/h); F 14 luu lugng tiép
liéu (L/h); Sg 1a ndng do co chét cacbon trong ngudn tiép lidu (g/1); X 1a ndng do té
bao (g/l dew); m 13 hé sé duy tri riéng (g/g dew/h); V 14 thé tich canh truomng (L); ty 1a
thoi gian bat dau tiép lidu; t 13 thoi gian xtr 1y; p 13 tde do sinh trudng riéng (h); va

Y, 12 san lugng té bao trén co chat cacbon (g/g).

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 luong heparosan cua phan ndi canh truong

duoc thu lai 1a hon 12g/1.

7. Phuong phap theo diém 6, trong d6 viéc 1én men d3 néu 12 it hon 48 gio, khong

bao gdm viéc nhan giong.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 budc gin va rira giai bao gdm (i) loai bé té
bao, (ii) tron nhya trao d6i anion v&i phan ndi canh truong va loai bo phan nbi, (iii)
rira nhura bang natri clorua 50mM trong dém natri axetat tai do pH =4, va (iv) ria giai

v61 natri clorua 1M trong dém natri axetat tai 4o pH = 4.

9. Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc gin va rira giai bao gbm (i) loai b6 cac
té bao, (ii) tron dung dich chitosan v6i phin ndi canh truong, (iii) két ta chitosan va
phan tach chat két tua, (iv) rira chitosan, va (v) ria giai heparosan bing NaOH c6 ndng
do khoang 1M.

10.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc két tiia heparosan tir chat rira giai da

néu bao gom viéc két tia etanol.

11.  Phuong phap theo diém 1, phuong phap con bao gdm viéc khir pyrogen bing
hydro peroxit.

-36-



22507

12.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 heparosan nhd hon 1% ADN va nhé hon

2% protein.

13.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 heparosan c6 trong luong phén tir trung
binh s6 12 khoang 58.000Da, trong lugng phan tir trung binh khéi 14 khoang 84.000Da,
va chi s6 d6 réng phan bd (polydispersity index - PDI) 1a khoang 1,4.

14.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 heparosan it nhit c6 do tinh khiét 95%.
15.  Heparosan dugc san xuit béi phuong phap theo diém 1.

16.  Heparin dugc san xudt tir heparosan theo diém 15.
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