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Linh vie k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc cong nghé sinh hoc, va cu thé 1a dé cap dén
phuong phép phan tach va tinh sach albumin huyét thanh ngudi tai td hop (rHSA -

recombinant human serum albumin) tir hat gao chuyén gen trén pham vi rong.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Abumin huyét thanh ngudi (HSA) 12 mot chudi don, protein khong glycosyl
hoa chira 585 axit amin, c6 trong lugng phan tir 1a 66,5kD va diém déng dién ndm
trong khoang tir 4,7 dén 4,9. N6 1a loai it protein nhat trong huyét tuwong nguoi, dat
dén khoang 60% trong tong protein huyét twong. Cé khoang 40g HSA trong mét lit
mau ngudi. Ngoai viéc ¢6 sin trong huyét trong, HSA ciing duge tim thiy & cac md
va su bai tiét cua co thé, da va cac khoang bach huyét. Vi cac diéu kién sinh ly hoc
thong thuong, HSA c6 tac dung giit ap suét thim loc chét keo huyét tuong, su bd
dudng, thuc ddy su lanh vét thuong, nhu chit mang, dic biét trong su van chuyén
nhidu c4c phan tir sinh hoc ky nudc nhu kich thich té, hoat chat sinh hoc va thude
trong mau. Do vay, HSA 1a mdt protein y té quan trong ma chi yéu dugc sir dung 1am
sang dé didu tri giam protein-huyét gdy ra do thiu mau, bi chay, bong, do phau thuat
thAm m§ va thuong ton ndo, cling nhu trong viéc diéu tri bénh xo gan, chiung thiy

thling than va cac bénh tuong tu.
Hién tai, viéc dung HSA dé chiva bénh chil yéu duge thuc hién bang cach chiét
va phén tach tir huyét twong ngudi. Tuy nhién, viéc thuc hién phuong phap nay s& co

nhitng bét loi sau: mot mit, ngudn huyét twong khong di va ngudn cung cip mau han
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ché s& khong thé dép tng dugce nhu ciu san xudt HSA va céc san xut lién quan dén
ching; mat khéac, ban than méu cling 1a mot yéu t6 rai ro, vi du, né co6 thé chira mam
bénh truyén nhidm nguy hiém vi du nhu virut viém gan, virut gdy suy giam mién dich
cua nguoi (HIV) va cac bénh tuong tu, ma dan dén hét suc quan ngai vé viée st dung
HSA duogc chiét tir huyét trong. Do vy, van dé can thiét & ddy 13 phat trién mét quy

trinh thay thé dé san xuit HSA.

V6i sy phét trién cta k§ thuét tdng hop va tai t& hop ADN hién dai, cac nha
nghién ctru rit quan tim dén viéc san xuét va tng dung albumin huyét thanh nguoi tai
t6 hop (rHSA). Hon nira, hé thdng biéu hién khac nhau di dugc sir dung thir nghiém
dé san xuét hang loat rHSA. Vi dy, nhém sinh vat chua ¢é nhin nhu truc khuén ruot
két (Latta, M. et al.,, Bio/Technology, 5:1309-1314, (1987)), bacillus subtilis
(Saunders, C. W. et al, J. Bacteriol. 169: 2917-2925, (1987)), nhém sinh vét c6 nhan
nhu nAm men (WO 00/44772, EP0683233A2, US 5612196) va ciing ¢6 thé sir dung
nhan gidng té bao dong vat dé san xuit rtHSA. Tuy nhién, cich tiép can nay la khong

phu hop cho san xut cong nghiép do mirc biéu hién thip va chi phi san xudt cao.

Pon yéu cau cdp patent Trung Québc s6 200510019084.4 cla céc tac gia sang
ché boc 16 phuong phap dé san xuét rHSA st dung té bao ndi nhil hat gao lam hé
théng phan tng sinh hoc, bao gom: sir dung ving khdi dong va cac peptit tin hidu
duoc biéu hién dic hiéu & ndi nhii hat gao dé gian tiép dua rHSA vao hé thong ndi
mang cua té bao ndi nhil hat gao va luu gilt rtHSA trong cac thé protein cta ndi nhil
hat gao, do vay cho phép rHSA tich Iy nhiéu trong mam hat va cudi cling dat t6i mirc
biéu hién cao hon. Mtrc biéu hién cua rHSA thu duoc it nhét 16n hon 0,3% dua trén

trong lugng hat gao. Phuong phap cé nhitng vu diém clia muc biéu hién cao va chi phi
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thdp, do vay giai phap nay dé xuit kha nang phat trién mot chién lugc méi dé san xuét

thude protein.

rHSA duoc san xuét bang hé thdng biéu hién bét ky ciing can dugc tinh sach
truge khi dua ra thi truong. K¥ thuat tinh sach cé thé anh hudng dén chét lugng san
phim ciing nhu chi phi san xut. Chi phi cho qu4 trinh tinh sach chiém khoang 80 dén
90% cuia téng chi phi san xut. Hién tai, khong c6 qué trinh tinh sach danh cho viéc
tach va tinh sach rHSA ra khéi hat gao. Do vay, rat kho khan vé k¥ thuét va rii ro vé
kinh t& d& phat trién mot qué trinh tinh sach don gian va hiéu quéa v& chi phi dé tinh

sach rHSA ra khéi hat gao.

Hién tai, k§ thuat chiét rHSA ra khoi té bao ndm men va hdn dich thuc vat da
dugc ghi nhan. Vi du, don yéu clu cép patent Trung Quéc sb CN101768206A boc 10
mot quy trinh tinh sach rtHSA dugc biéu hién trong Pichia pastoris, bao gbdm: loc nuée
canh thit 1én men chtra rHSA bing mang ceramic va lan luot cho dich loc qua sic ky
trao dbi cation, sic ky ky nudc va sic ky trao ddi anion yéu dé thu duoc rHSA duoc
tinh sach. Tuy nhién, do su khac biét dang ké cua tap chét trong hat gao, ndm men va
té bao hdn dich thuc vat, cac tinh trang k¥ thuét co thé khoéng dugc st dung truc tiép
dé phén tach va tinh sach rHSA ra khoi hat gao. Do vdy, mong mubn dé phat trién mot
quy trinh don gian va hiéu qua trong viéc tich va tinh sach rHSA ra khoi hat gao dé
san xudt tHSA véi hiéu suét cao va tinh khiét cao, ma s& cung cp nén tang cho san

xuét cong nghiép trong turong lai.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a dé xuét phuong phap phén tach va tinh sach albumin

huyét thanh nguoi tai tb hop (rHSA) tir hat gao & pham vi rong.
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Pé dat dugc muc dich néu trén, sang ché d& xuit cac giai phap k¥ thuat sau
day:
Phuong phdp phén tach va tinh sach albumin huyét thanh nguoi tai td hop tir

hat gao, 1an lugt bao gém cac budc:

1) cho dich chiét thd ctia albumin huyét thanh ngudi tai td hop vao sic ky trao

doi cation dé thu dugc san pham so cap I;

2) cho san pham so c¢ip I vao sic ky trao ddi anion d& thu duoc san pham thir

cap II;

3) cho san pham thtr cip II vao sic ky ky nude dé thu duge albumin huyét

thanh nguoi téi td hop dugc tinh sach.

O bude 1), séc ky trao dbi cation c6 thé duge thuc hién trén nhua séc ky cation
manh 1am moi trudng sic ky, ma dugc chon tir nhém bao gdm UNO Sphere S, Nuvia
S, Capto MMC, MacroPrep-CM. UNO Sphere S hodc Capto MMC dugc lua chon.

Séc ky trao ddi cation c6 thé sir dung rira giai gradien pH hoic rira giai gradien
ndng d6 NaCl. Rura giai gradien pH 13 phuong 4n duoc wu tién.

Theo mdt phwong an ciia sang ché, dung dich dém rira giai déi véi séc ky trao
ddi cation bao gém dung dich dém axetat, natri clorua 0,25M, véi d6 pH 5,2.

O bude 2), sic ky trao ddi anion c6 thé dugc thuc hién trén nhya anion sic ky
manh lam moi trudng sdc ky, ma dugc chon tr nhom bao gém UNOsphere Q, Q
Sepharoza FF va DEAE sepharoza FF. Q Sepharoza FF la phuong 4n dugc uvu tién.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, dung dich dém rtra giai ding dé sic ky trao

d6i anion bao gdm dung dich dém phosphat, natri clorua 0,2M, véi do pH 7,5.
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Theo budc 3), sic ky ky nudc ¢ thé dugce thyc hién trén moi truong sic ky
duoc chon tir nhém bao gdm Phenyl sepharoza HP, Phenyl sepharoza FF, macro-prep

t-butyl va macro-prep metyl. Phenyl sepharoza HP 1a phuong an dugc uu tién.

Chét rira giai chtra protein dich tir cot sic ky ky nuée c6 thé duoc thuc hién

trong thanh pham béi k§y thuét da biét nhu c¢6 dac siéu loc va dong kho.

Hon nita, phuong phap c6 thé bao gdm budc cho san phdm thtr cdp II vao sic
ky Macro-prep ceramic hydroxypatit truéc sic ky ky nuée & bude 3) néu trén. Diéu do
thé hién, theo phwong 4n d& néu, san phim thir c¢ip chira protein dich duwoc dua vao
sic ky Macro-prep ceramic hydroxypatit nhu bude 3) va sau d6 sic ky ky nuée dé thu

dugc protein dich dugc tinh sach nhu & buéce 4).

Sic ky ceramic hydroxypatit c6 thé duge thuc hién trén mdi trudong sic ky
duogc chon tir nhém bao gdm sic ky Macro-prep ceramic hydroxypatit Typ I va séc ky
Macro-prep ceramic hydroxypatit Typ II. Sic ky Macro-prep ceramic hydroxypatit

typ I 1a phuong an dugc vu tién.

Theo mot phuong an ctia sang ché, dung dich dém tai duoc st dung trong séc

ky trao ddi cation bao gém dung dich dém axetat, véi d6 pH dudi 5,0.

Dung dich dém rira giai dung dé rira protein dich dugc st dung trong séc ky
trao dbi cation c6 thé con bao gém dung dich dém axetat va natri clorua, hoac dung
dich dém phosphat va natri clorua, véi do pH tir 5,0 dén 6,7. TSt hon 13, ndng do natri

clorua la 0,25M va d6 pH cia dung dich dém rira gidi 1a 5,2.
Theo mdt phuong 4n cia sang ché, sic ky trao dbi cation duogc thuc hién trén
UNO Sphere S hodc Capto MMC, va dung dich dém rira giai bao gém dung dich dém

axetat, natri clorua 0,25M, vé&i do pH 5,2 hodc 6,7 duoc st dung.



23077

Theo mot phuong &n cia sang ché, sdc ky trao doi cation dugc thuc hién trén
nuvia S 1am méi trudng sic ky, va dung dich dém rtra giai bao gdm dung dich dém

axetat, natri clorua 0,25M, v6i d6 pH 5,0 hodc 5,2 dugce st dung.

Theo mdt phuong 4n ciia sang ché, sic ky trao ddi cation duoc thuc hién trén
Capto MMC 1am méi truong sic ky, va dung dich dém rira bao gébm dung dich dém
axetat, natri clorua 1M, véi do pH 4,7 dugc st dung dé loai bo tap chit; va dung dich
dém rira giai bao gdm dung dich dém phosphat, natri clorua 1M, véi d6 pH 6,7 duge

sir dung d¢ rira gidi protein dich.

Theo mét phuong 4n cia sang ché, sic ky trao dbi cation duge thuc hién trén
MacroPrep-CM lam mdi trudng sic ky, va dung dich dém rira bao gdm dung dich dém
axetat, natri clorua 1M, véi do pH 4,7 dugc str dung dé loai b tap chét; va dung dich
dém rira giai bao gém dung dich dém phosphat, natri clorua 0,1M, v4i d pH 6,5 dugc

sir dung de rira giai protein dich.

Theo mdt phuong an cia sang ché, sic ky trao ddi anion dugc thuc hién trén Q
Sepharoza FF lam moi trudng sic ky, va dung dich dém rira giai bao gdm dung dich

dém phosphat, natri clorua 0,25M, véi 46 pH tir 6,0 dén 7,0 duoc st dung.

Theo mot phuong an cua sang ché, sic ky trao ddi anion dugc thuc hién trén
DEAE sepharoza FF 1am méi truong séc ky, va dung dich dém rira bao gom dung dich
dém phosphat, natri clorua 0,1M véi do pH tir 6,0 dén 7,0 dugc sir dung dé loai b tap
chit; va dung dich dém rira giai bao gdm dung dich dém phosphat, natri clorua 0,25M

v6i do pH tir 6,0 dén 7,0 dugce sir dung dé rira giai protein dich.
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Theo mét phuong 4n cia sang ché, dich chiét chira rHSA duoc tinh sach bang
sic ky ky nudc hon nita c6 thé bao gbm amoni sulfat. Nong d6 amoni sulfat c6 thé la

tr 0,1M dén 1M.

Theo mot phuong 4n ciia sang ché, sic ky ky nuée dugce thuc hién trén Phenyl
sepharoza HP 1am mdi trudng sic ky, va ndng dd amoni sulfat & dich chiét chira rHSA

dugec tinh sach 1a 0,4M.

Theo mot phuong 4n ciia sang ché, sic ky ky nudc duoce thuc hién trén Phenyl
sepharoza FF 1am méi trudng sic ky, va ndng do amoni sulfat & dich chiét chira rHSA

duoc tinh sach 1a 0,1 M.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, sic ky ky nuéc duoc thuc hién trén
MacroPrep-t-Butyl 1am méi trudong sic ky, va ndng do amoni sulfat & dich chiét chia

rHSA dugc tinh sach 1a tir 0,6M dén 1,0M.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, sic ky Macro-prep ceramic hydroxypatit sir
dung dung dich dém rira giai bao gdm dung dich dém phosphat v6i do pH tr 7,0 dén

7,5 dé rira giai protein dich.

rHSA da néu ciia sang ché c6 thé duoc didu ché bang cach sir dung té bao noi
nhii hat gao 1am hé théng phan tng sinh hoc, ma duogc boc 16 & don yéu cau cip patent
Trung Quéc s6 200510019084.4 duge ndp boi chi don. rHSA biéu hién trong gao
chuyén gen c6 thé duge chiét bang phuong phap boc 16 trong don yéu cau cp patent
Trung Qudc s6 201010597544.2 duge ndp boi chu don, tdt hon 1a bao gdm cac budce

sau:

i) tron gao chuyén gen dugc nghién chira rHSA véi dung dich dém chiét tinh

theo trong lugng/thé tich (kg/1) 1a 1:5, tiép d6 dugc chiét tir 1 dén 1,5 gid & nhiét do tir
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55 dén 60°C d thu dugc hdn hop I; dung dich dém chiét bao gdm dung dich dém
phosphat tir 10 dén 30mM, natri axetat tr 10 dén 20mM, amoni sulfat tr 15 dén

30mM va natri caprylat tr 5 dén 20mM, vé&i d6 pH tir 6,5 dén 8;

ii) diéu chinh d6 pH cta hdn hop I & budce i) tr 4,0 dén 4,5 va duge két tia

trong thoi gian tir 3 dén 12 gio dé thu duoc hén hop I1;

iii) loc hdn hop II thu dugc & bude ii) dé loai bo tinh bdt hodc protein khong
mong mudn, va sau dé thu dich loc dé thu dugc dich chiét thd chia néng do rHSA

cao.

Theo mot phuong 4n clia sang ché, budce loc néu trén bao gdém budc loc bing
ap luc véi thiét bi loc khung phéng dang vai loc, sau dé tinh sach bang qué trinh vi loc
v6i mang s¢i 16 rdng polyetesulfon. Mang s¢i rdng c6 kich thuge 13 1a tir 0,20pum dén

0,45um, tét hon 14 0,22pm.
Céc giai phap k¥ thuat theo sang ché ¢ cac wu diém sau:

1. Lién quan dén ham lugng polysacarit va sic td cao & hat gao, sic ky trao doi
cation dugc st dung 1a budc so cdp theo sang ché dé nang cao hiéu quéa kha nang tai
dé thu vé hodc gén két rHSA, lam tdng hiéu qua sic ky. Nguoc lai, néu sic ky trao dbi
anion dugc sir dung 1am budc so ¢ip, kha ning tai d& thu vé rHSA chi dat khoang
20% so v6i cong sudt theo ly thuyét. Trong khi d6, ca UNO Sphere S va Capto-MMC
c6 dac tinh 6n dinh tuyét voi va tudi tho 1au dai tham chi & hydroxit natri, lam kéo dai
thoi gian giam moi trudng sic ky va don gian hoa cic hoat dong tinh sach theo sang

ché, va cudi cung lam gidm chi phi cia sdn pham dich.

2. Sic ky trao dbi anion dugc str dung nhu bude thir cip theo sang ché. Sau khi

t61 wu hoa cac diéu kién, trén 80% protein khong mong mudn & hat gao c6 thé dugc
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loai bo, vi vdy loai bé hidu qua protein khéng mong mudn va thu duge rHSA. Ké tir
khi cac séc td va polysacarit duge loai bo khoi hat gao & bude so cip bing cach séc ky
trao ddi cation, anh hudng clia chung 1én kha ning tai va hiéu qua tinh sach trong séc

ky trao doi anion da dugc loai bo.

3. Séc ky Macro-prep ceramic hydroxypatit duoc st dung & budc thu ba theo
sang ché dé loai bo cac dime va polyme vi nhiéu dime hodc polyme hon c6 thé gay ra
di tng khi rHSA dugc st dung khi tiém thube. Buéde nay cai thién dang ké cho do tinh
khiét, dap tng duoc yéu cdu vé do tinh khiét cao dbi v6i tng dung didu tri bénh hoac

hon thé.

4. Sic ky ky nudc duoc sir dung & bude cudi theo sang ché. Sau khi thuc hién
quy trinh sdc ky ba budc, viéc tinh sach HPLC cua san phém dich c6 thé dat duoc

khoang 99,0%.
Mo ta vén tit cac hinh vé

Fig.1 1a hinh anh ctia SDS-PAGE ctia cac phan doan thu dugc tir sic ky trao
d6i cation duoc thuc hién trén mdi trudong sic ky khac nhau lam bude tinh sach so cip,
trong d6 A: mdi trudong UNOsphere S, B: modi truong Nuvia S, C: moi trudong Capto
MMC va D: moéi truong MacroPrep-CM.

Fig.2 thé hién biéu dd so sanh cta kha nang tai (thé tich) ddi v6i dich chiét
rHSA gifta mdi truong Nuvia S va méi truong UNO Sphere S & tdc do dong chay
khac nhau (300cm/gid, 600cm/gio).

Fig.3 13 hinh anh cia SDS-PAGE cua céc phan doan thu dugc béi sic ky trao
ddi anion dugc thuc hién trén méi truong sic ky khac nhau lam budc tinh sach so cép,

trong d6 A: moi truong UNO Sphere Q, B: mdi truong Q Sepharoza FF.

-10-
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Fig.4 1 biéu dd thay ddi cho thay kha nang tai dbi vai dich chiét rHSA cua moi
truong Q Sepharoza FF va ham lugng polysacarit trong dich chiét rHSA trude hodc

sau budc thidm tach.

Fig.5 14 hinh anh ctiia SDS-PAGE cua cac phén doan thu dugc boi sic ky trao
dbi anion duoc thyuc hién trén méi truong séc ky khac nhau lam budc tinh sach thir cép,

trong d6 A: moi truong Q Sepharoza FF, B: moi truong DEAE sepharoza FF.

Fig.6 1a hinh 4nh ctia SDS-PAGE la phan doan thu duge béi sic ky ky nuée
duoc thuc hién trén mdi truong sic ky khac nhau lam bude tinh sach cudi ciing, trong
doé A: mdi truong Phenyl Sepharoza HP, B: moi truong Phenyl Sepharoza FF, C: moi

truong Macro Prep-t-Butyl.

Fig.7 1a hinh anh ctia SDS-PAGE ctia cac phan doan rira giai thu dwoc bang
cach lién tuc cho dich chiét rHSA thé vao séc ky trao dbi cation, sic ky trao ddi anion
va sic ky ky nuéc, dugc thuc hién trén UNOsphere S(A), Q Sepharoza FF(B) va

Phenyl Sepharoza HP(C) 1am méi truong sic ky, twong ung.

Fig.8 14 sic ky HPLC cia san phim rHSA dugc tinh sach (HPLC-SEC) thu

dugc theo mot phuong &n cia sang ché.

Fig.9 1a hinh anh ctia SDS-PAGE ctia phan doan rira giai thu dwoc bang cach
thuc hién sic ky ceramic hydroxyapatit trén méi truong sic ky Macro-prep ceramic
hydroxypatit typ L.

Fig.10 1a séc ky HPLC ctia san pham rHSA dugc tinh sach dugc thé hién theo

phuong an khéac cua sang che.

-11-
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Fig.11 la hinh anh cia SDS-PAGE & phan doan rita giai thu duoc bang céch
thyc hién 1an luot sic ky trén moi trudng Macro-prep ceramic hydroxypatit typ II va

sic ky ky nudc trén méi trudng Phenyl Sepharoza HP.

Fig.12 1a sic ky HPLC cua san pham rHSA duogc tinh sach thu dugc theo

phuong 4n khac cta sang cheé.

Trong c4c hinh v& néu trén, S: mau tai, FT: dich truyén, Elu: chét rira giai chura
rHSA, Elu 1: chét rira giai chira protein khéng mong mubn, Elu 2: chét rira giai rHSA,

CIP: phan doan tinh sach tai chd.
MG ta chi tiét sing ché

Céc dau hiéu va céc hiéu qua c6 loi clia sang ché c6 thé duoc hiéu hon tir céc
vi du sau ddy. Vi du chi dugc minh hoa va khong nén xem nhu su han ché doi vdi

séng ché & bat ky cach nao.
Chon loc moi truong sdc ky va diéu kién rira giai trong sac ky trao déi cation

Sang ché xac dinh ring méi truong sic ky cua sy trao ddi nhua cation khi ¢6
tbc d6 dong chay cao, bao gdm UNO Sphere S, Nuvia S, Capto MMC, v.v., duoc san

xuét boi Bio-RAD.

Dugc phat hién qua céc thtr nghiém, tung Capto MMC, Nuvia S va UNO
Sphere S ¢6 thé dugc sir dung dé tinh sach rHSA. Capto MMC ¢6 hidu qua tdt nhét
trong viéc tinh sach protein, tiép theo 12 UNO Sphere S va Nuvia S. Khong c6 su khac
biét déang ké gitra hidu qua trén su tinh sach protein ctia Nuvia S va UNO Sphere S.
Tuy nhién, duéi diéu kién téc do dong chay tuong tu, kha nang tai cia UNO Sphere S
1a 1,5 1an 16n hon cia Capto MMC; UNO Sphere S c¢6 tdc do dong chay tuong tu nhu

Capto MMC; UNO Sphere S ¢ su 6n dinh tuyét voi ké ca khi néng do cao cua
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hydroxit natri va ¢6 qua trinh tinh sach tdt hon, tudi tho 1am viéc dai hon va chi phi

thip hon so v6i Capto MMC.

Nuvia S va UNO Sphere S ¢6 cac dic tinh giéng nhau nhung c6 su khac biét &
su kéo dai ctia cac phdi tir va kich thude hat nén. Vé6i tbe do dong chay tdi wu tuong
ung cua ching, kha ndng tai cia Nuvia S 1a 1,4 14n 16n hon so v&i cia UNO Sphere S;
tuy nhién, tdc do dong chay cta Nuvia S 14 it hon phén ntra so v6i UNO Sphere S.
Thay vao d6, UNO Sphere S ¢6 kha nang tai 16n hon Nuvia S vé téc do dong chay

tuong tu, va ¢4 hai ¢6 kha nang tinh sach gan nhu tuong dwong.

Xét cac yéu t§ khac nhau,UNO Sphere S, tot nhat 13 duoc st dung lam moi

truong sdac ky doi vai sac ky trao doi cation.

Dich chiét chira rHSA duoc tai trén cot phit UNO Sphere S & do pH tuong doi
thdp (pH = 4,4) dé dam bao rang rHSA c6 thé dugc hap thu hoan toan trén dung moéi,
va sau d6 duoc rira giai bing dung dich dém rira giai gradien pH va dung dich dém

rira giai gradient NaCl twong g dé nhan biét diéu kién rira giai co ban.

K&t qua thé hién ring & budc rira giai gradien pH, rHSA dugc hap thu trén cot
UNO Sphere S dugc giai hap it hon khi dd pH ctia dung dich dém rira giai trén 5,5, né
chi ra ring do pH cua dung dich dém tai khong nén 16n hon 5,5; khi do pH cta dung
dich dém rtra giai 1a 5,68, rtHSA dugc rira gidi hoan toan tur cot. Vi vy rHSA trén cot

UNO Sphere S rt nhay trong rira giai gradien pH.

Trong rira giai gradien ndng d6 NaCl, protein dich rHSA duoc rira giai khi
ndng do gradient natri clorua (NaCl) IM I tir 35% dén 60%, diéu d6 thé hién rang
rHSA trén ¢6t UNO Sphere S khong nhay voi rira giai gradien ndng do NaCl. Két qua

chimg minh ring ca gradien pH va gradient NaCl c6 thé dugc sir dung dé rira giai
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rHSA. Hon thé nira, gradient pH rira giai rHSA vé6i do nhay hon va thé tich dung dich
dém rira giai nho hon. Ngugce lai, gradient NaCl khong thé rira giai rHSA d& dang, va

yéu cau ndng d6 NaCl cao va thé tich dung dich dém rura giai 16n hon.

Xem xét tir vi€c hi€u qua tinh sach va ty 1é hoan nguyén, dung dich dém rua

giai thich hop 1a dung dich dém phosphat (d6 pH 5,2) chira NaCl 0,25M.
Chon loc mbi trudng sic ky va diéu kién rira giai d6i véi sc ky trao ddi anion

Gidng nhu trao doi nhua cation, nhua trao doi anion ciing ¢6 thé duge str dung
cho sy tinh sach rHSA. Sang ché x4c dinh ring mdi trudong sic ky cua nhua trao doi
anion khi ¢6 toc do dong chdy cao va kha ning tai cao, bao gom UNOsphere Q, Q

Sepharoza FF, DEAE sepharoza FF, v.v..

Nhu da thiy tir cac th nghiém, mdi UNOsphere Q; Q Sepharoza FF va DEAE
sepharoza FF c6 thé duoc str dung cho viéc tinh sach rHSA. UNOsphere Q c¢6 toc do
dong chay nhanh hon Q Sepharoza FF, nhung Q Sepharoza FF ¢6 su hiéu qua tinh
sach tot hon UNOsphere Q; trong khi DEAE Sepharoza FF c¢6 viéc hiéu qua tinh sach
twong tu nhung tdc dd dong chay cham hon so véi Q Sepharoza FF.

Nhu di md ta & trén, vi moi trudong sic ky ddi véi sic ky trao ddi cation,
UNO-sphere S ¢6 kha nadng tinh sach hoi kém hon Capto MMC. Tuy nhién, n6 da
dugc chiing minh béng cac thir nghiém ma tac dung nay cb thé duoc loai bd br?mg su
cai thién ctia kha ning tinh sach hé thdng. UNO-sphere S s& khong gy ra anh hudng
x4u trén sac ky trao déi anion tiép theo. Theo mot phuong 4n cta sang ché dugc uu
tién, Q sepharoza FF dugc uu tién st dung lam moi trudng sic ky dbi vai sic ky trao
ddi anion va dung dich dém rtra giai dung dé rura giai protein dich bao gdém dung dich

dém phosphat va NaCl 0,2M, véi do pH 6,8.
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Xac dinh thir ty sdc ky trao doi anion va sdc ky trao ddi cation

Cé séc ky trao dbi anion va séc ky trao ddi cation c6 thé duogc st dung lam qué
trinh tinh sach so cdp cta rHSA, tuy nhién, nhu dugc thiy trong céc thu nghiém khi
nhya trao d6i anion Q Sepharoza FF dugc st dung trong budc tinh sach so cép, kha
nang tai cia né thdp hon nhidu so v&i cong suét theo Iy thuyét. C6 thé két hop voi
polysacarit c¢6 thé hoa tan va axit nucleic duoc bidu hién nhidu ¢ hat gao. Vi
polysacarit ¢6 thé hoa tan va axit nucleic mang dién tich am c6 thé lién két véi Q
Sepharoza FF dé giam kha ning tai cta né. Pidu d6 dwoc ching minh bang céc thir
nghiém ham luong cta polysacarit c¢6 thé hoa tan trong dich chiét rHSA c6 thé lam

giam budc thim tach, do vay lam ting kha nang tai cia Q Sepharoza FF.

Nguoc lai, mdi truong sic ky trao dbi cation nhu UNO sphere S, Nuvia S va
Capto MMC khong lién két véi polysacarit ¢6 thé hoa tan hodc axit nucleic, tranh gay
ra viéc gidm kha nang tai. Do vay, séc ky trao dbi cation dugc xac dinh la qua trinh
tinh sach so cip va séc ky trao dbi anion duoc x4c dinh lam budc tinh sach thir cap

theo sang che.
Chon loc mdi truong sac ky doi véi sac ky ky nude

Sang ché sir dung mdi trudng séc ky ky nuéc khac nhau véi cac didc tinh khac
nhau déi véi bude tinh sach, bao gdm Phenyl sepharoza HP, Phenyl sepharoza FF

(LS), macro-prep t-butyl va macro-prep metyl.

Phenyl sepharoza HP ¢6 dic tinh ky nuéc manh va kha ning tinh sach rat tét.
Kha ning dé loai bé hiu hét protein khong mong mudn va tap chat khac tir dich chiét

tho 1a quan trong trong vi€c hi€u qua tinh sach; Tuy nhién, c6 mot it bat loi trong viéc
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ap dung moi trudng sic ky ndy vi ¢& hat min cta n6, tde do dong chay thap va ché do
lam viéc dac hiéu.

So v6i Phenyl sepharoza HP, Phenyl sepharoza FF (LS) c¢6 phdi tir va ma tran
tuong tu, nhung dudng kinh khéc nhau ctia nén hinh cau va mat dé phéi tir khac nhau.
C®& hat trung binh cla ma trin cia Phenyl sepharoza FF (LS) 1a 1én hon gép ba lan so
v6i Phenyl sepharoza HP, va vi vay phan doan trude d6 c¢6 tde do dong chay cao hon.
Khi duoc st dung dé san xuit rHSA, no c6 thé lam ngan thoi gian san xuét.
MacroPrep-Butyl ¢6 tinh ky nuéc yéu hon Phenyl sepharoza FF va Phenyl sepharoza
HP, trong khi macro-prep metyl thdm chi c6 tinh ky nudc yéu hon so voi

MacroPrep-Butyl.

Phenyl sepharoza FF dugc thuc hién qua thir nghiém & ché do lam viéc tuong
tu nhu Phenyl sepharoza HP dé thu vé dich truyén. Trong budc chon loc ndng do
mudi & mau tai, khi mau duoc tai véi dém can bang (PB 25mM, (NH4)2SO4 0,5M, dd
pH 6,8) va duoc rira giai bang nudc 100%, da phat hién ring c6 hon 50% rHSA dugc

git lai trén cot. Két qua 1a nong do muoi dém can bang can dugc giam.

Cac mau duoc loc bai cot UNO sphere S va cot Q sepharoza FF dugc bd sung
bang amoni sulfat & didu chinh ndng d6 amoni sulfat dén 0,2M va 0,1M, tuong tmg
trude khi tai trén cdt Phenyl sepharoza FF (LS). Dich truyén va dich rira giai nudc tinh
khiét duoc thu thap dé thuc hién viéc nhén biét SDS-PAGE. Két quéa thé hién ring
Phenyl sepharoza FF (LS) c6 tinh ky nudc manh hon so v&i Phenyl sepharoza HP va
c¢6 hiéu qua t6t hon dé loai bo protein khong mong mudn & phan doan mau ké ca khi
ndng do amoni sulfat & mAu tai 1 & muc thdp 0,1M. San phdm thu duoc bing Phenyl
sepharoza FF (LS) ¢6 do tinh khiét 12 93,5%. Tuy nhién, van con 30% rHSA bi that

thoat trén Phenyl sepharoza FF(LS). Theo két qua thir nghiém twong tu thu dugc, thu
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nghiém trén duge thuc hién bang cach st dung natri clorua thay cho amoni sulphat.
Mic du sy that thoat rHSA trén cot giam di, HPLC tinh khiét cua san phdm vin dat

khoang 93%.

Cac mau duoc loc bai ¢t UNO sphere S va c0t Q sepharoza FF dugc bd sung
amoni sulfat dé diéu chinh néng do amoni sulfat téi 1M, 0,8M hodc 0,6M tuong ung,
trude khi tai trén cot macro-prep t-butyl va cot macro-prep metyl. Dich truyén va ria
giai bang nudc tinh khiét dwgc thu thap dé thuc hién nhan biét SDS-PAGE. Két qua
thé hién macro-prep t-butyl va macro-prep metyl c¢6 tinh ky nuée rat kém. Ching c6
kha ndng tinh sach kém trén rHSA, va rHSA thu dugc c6 dd tinh khiét 13 90% nho

HPLC.

Pé chon loc duge sic ky Macro-prep ceramic hydroxypatit typ I hodc typ 1L,
thuc hién so sanh hai typ sic ky Macro-prep ceramic hydroxypatit tir Bio Rad. Ching
t6i thdy sidc ky Macro-prep ceramic hydroxypatit typ I tot hon typ II. Sau khi sic ky
Macro-prep ceramic hydroxypatit typ I, ham luong monome c6 thé dat dén 98,998%.

Nhu dd md ta & trén, mic di méi truong sic ky khac co vu diém 1a toe do
dong chay nhanh trén Phenyl sepharoza HP, chung khong thé dat dugc hiéu qua tinh
sach ¢ thé so sanh véi Phenyl sepharoza HP. Phenyl sepharoza HP c6 toc do dong
chay twong d6i cham, nhung c6 thé dam bao rang protein dich c6 do tinh khiét 1a hon
98%. Vi vAy Phenyl sepharoza HP dwoc wu tién str dung 1am moi truong dbi véi séc
ky ky nudec.

Vi du thye hién sang ché

Vit liéu va trang thiét bi
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Thiét bi loc ap luc dang khung phang kiéu vai loc, loai: XMS4/500-UB, duoc
san xuit boi Shanghai Tianli Filter Press Co., Ltd (China); ¢t soi 13 rong 0,20um, c6

san tir Huzhou Kelu Membrane Technology Co., Ltd. (China);

Moéi truong UNO Sphere S, nuvia S, Capto MMC, MacroPrep-CM,

MacroPrep-methyl, MacroPrep-Butyl, ¢é sin tir BIO-RAD (US) ;

Moi truong Q sepharoza, Phenyl sepharoza HP, Phenyl sepharoza FF,

DEAE-sepharoza FF, c6 san tir GE Healthcare (US);
C10/10, XK 16/20 cot sic ky, ¢6 sin tir GE Healthcare (US)
Cot sic ky Biological 15/200, ¢6 sin tir BIO-RAD (US)
Vi du 1: Chiét rHSA tir hat gao chuyén gen

Hat gao chuyén gen c6 thé dugc thuc hién theo phwong phép duge boc 10 & don
yéu cau clp patent Trung Qude s6 200510019084 cua cac tac gia sang ché. Lua duoc
tach vo dé thu duge gao nguyén cam va sau dé dugc nghién dé thu duge gao nghién
v6i 46 min tir 80 dén 100 mat lu6i. Gao nghién dugc tron véi dung dich dém chiét
theo ti 1& 1:5 (trong lwong/thé tich, kg/L) va dugc chiét trong thoi gian 1,5 gid & nhiét
do 60°C. Dung dich dém chiét bao gém dung dich dém phosphat 25mM, natri axetat
20mM, amoni sulfat 10mM, natri caprylat 10mM, va c6 d6 pH 7,5. Hon hop thu duoc
dugc diéu chinh dén do pH 4,5 béng axit axetic va dugc dat trong thoi gian it nhét 1a 3
gio dé lam két tia protein khong mong mudn. Sau d6 hdn hop thu duge duge dua lan
luot dé loc 4p luc sir dung thiét bi loc 4p luc khung phing (loai bang vai loc) va qua
trinh vi loc bang cot sgi 18 rdng vdi kich thude 18 0,22um, dé thu duoc dich ndi co

chira tHSA. Nong d6 rHSA 1a khoang 0,66 mg/mL.

Vi du 2: sdc ky trao d6i cation 1am budc tinh sach so cip
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1. Sic ky trao ddi cation dugc thuc hién trén moi truong UNO Sphere S

Cot XK16/100 duge phu bing khoang 8,7ml moi truong UNO Sphere S va
duoc can bang v6i 200ml dém can bang (natri axetat khan 2g/L, axit axetic duoc bd
sung dé diéu chinh d6 pH dén 4,5) & toc do dong chéy 1a 300cm/gi¢ cho dén do pH
dat dugc cia san phém ¢6 d6 6n dinh. 250ml mau chiét rHSA thu dugc ¢ vidu 1 da
duoc tai trén cot & toe do dong chay 600cm/gid. Mau ¢ do dan 1a 6,1ms/cm va do pH
12 4,53. Sau khi tai, mu dwoc rira giai bang dung dich dém rta giai (natri axetat 2g/L,
axit axetic, 0 pH 5,2, natri clorua 14,61g/L) & tdc d6 dong chay 300cm/gio. Dich rira
giai dugc thu thap va duoc quan sat béi SDS-PAGE dé thu duoc cac phan c6 chta

rHSA. Dién di d6 dugc thé hién & Fig.1A.
2. Sic ky trao dbi cation dugc thyuc hién trén méi truong Nuvia S

Cot XK16/100 dugc phu béng khoang 9,3ml méi truong Nuvia S va duoc cin
bang v6i 200ml dém cén bing (natri axetat khan 2g/L, axit axetic duoc bd sung dé
didu chinh do pH dén 4,5) ¢ téc do dong chay 300cm/gid cho dén d6 pH san phim dat
dén d6 on dinh. 250ml mu chiét rHSA thu dugce ¢ vi du 1 da dugc tai trén cot & the
do dong chay 1a 300cm/gid. Mau c6 dd din 13 6,3ms/cm va dd pH 1a 4,56. Sau khi tai,
mau dugc rira giai bang dung dich dém rira giai (natri axetat 2g/L, axit axetic, d0 pH
5,0, natri clorua 14,61g/L) & toc 46 dong chay 300cm/gid. Chét rira giai duoc thu thap
va quan sat béi SDS-PAGE dé thu dugc céc phan doan chira rtHSA. Dién di db duoc

thé hién & Fig.1B.
3. Séc ky trao dbi cation duoc thuc hién trén moi truong Capto MMC

Cot XK 16/100 duoc phi bing khoang 15,1ml moi truong Capto MMC va

duoc can bang véi 200ml dém can bing (natri axetat khan 2g/L, axit axetic dugc bd
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sung dé diéu chinh d6 pH dén 4,5) & toc do dong chay 1a 300cm/gio dén do pH san
phdm 14 4,5 va 6n dinh. 250ml miu chiét rHSA thu dugc & vi du 1 d duoc tai trén cot
& tbe dd dong chay 600cm/gid. Mau c6 do dan 6,3ms/cm va do pH 4,56. Sau khi tai,
mau duogc rira giai bang dung dich dém rira giai (natri axetat 2g/L, axit axetic, d6 pH
4,7, natri clorua 58,44g/L) & téc do dong chay 1a 300cm/gid dé loai bo tap chit va sau
d6 duogc rira giai bang dung dich dém rira giai (natri dihydrogen phosphat 0,3g/L,
dinatri hydro phosphat 3,5g/L, natri clorua 58,44g/L, pH 6,7) dé thu dugc dich chiét

chira rHSAs. Pién di d6 dwoc thé hién ¢ Fig.1C.
4. Sic ky trao d6i cation duoc thuc hién trén Moi truong MacroPrep-CM

Cot XK16/100 duge phi bang khoang 10ml Moéi truong MacroPrep-CM dugc
cén bang vai 300ml dém cén bang (natri axetat khan 2g/L, axit axetic dugc bd sung dé
diéu chinh do pH dén 4,5) & tbc do dong chay 1a 200cm/gid dén do pH cua san phdm
la 4,5 va 6n dinh. 250ml mau chiét rHSA thu duoc & vi du 1 da duoc tai trén cot & te
do dong chay 1a 300cm/gio. Mau c6 dd dan 1a 6,3ms/cm va do pH 1a 4,56. Sau khi tai,
mau duoc rira sach béng dung dich dém rtra (natri axetat 2g/L, axit axetic, dd pH 4,7,
natri clorua 58,44g/L) & téc d6 dong chay 1a 200cm/gid dé loai bé tap chit va sau do
duoc rira giai bang dung dich dém rira giai (natri dihydrogen phosphat 0,3g/L, dinatri
hydrogen phosphat 3,5g/L, natri clorua 5,84g/L, d0 pH 6,5) dé thu duogc dich chiét

chira rHSAs. Pién di d6 dwoc thé hién trén Fig. 1D.

5. So sanh cua kha néng tai giftra moi truong Nuvia S va moi truong UNO

Sphere S

Hai cot XK16/100 duge pht tuong tmg bang khoang Sml Nuvia S va mdi

truong UNO Sphere S va duoc can bang v6i 200ml dém cén bing (natri axetat khan
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2g/L, axit axetic dugc bd sung dé didu chinh d6 pH dén 4,5) & tbe do dong chay la
300cm/gidy cho dén do pH ciia san phim 12 4,5. MAu chiét rHSA thu dugc & vi du 1 da
dugc tai trén ¢t Nuvia S va cdt UNO Sphere S & tbe do dong chay la 300cm/gio,
trong Umg. Gia tri hip thu ciia UV280 trong sudt qué trinh tai mau dugc ghi lai cho
dén gié tri hip thu vuot qua trang thai n dinh bang 10%. Thé tich mau duoc ghi lai va
kha nang tai thuc té trén mdi milimét tvong tng cua Nuvia S hogc UNO Sphere S ¢

tdc do dong chay ctia 300cm/gidr dugc tinh.

Hon nita, ¢t UNO Sphere S duogc cin bing véi dém can bing (natri axetat
khan 2g/L, axit axetic dwgc bd sung dé diéu chinh d pH dén 4,5) & téc do dong chay
14 300cm/gio cho dén d6 pH san phdm 1a 4,5. Dich chiét rHSA thu dwoc & vi du 1 da
duoc tai trén cot UNO Sphere S & téc d6 dong chay 1a 600cm/gid va gia tri hip thu
ctia UV280 trong qué trinh tai mau dugc ghi lai dat dén gid tri hap thu vuot qua trang
thai 6n dinh 1a 10%. Thé tich miu dwoc ghi lai va kha ning tai thuc té trén mdi
milimét cia UNO Sphere S ¢ tdc d6 dong chay 1a 600cm/gid dugc tinh. Sy so sanh
kha nang tai duoc thé hién ¢ Fig.2.

Vi du 3: Séc ky trao ddi anion 1am buéc tinh sach so cdp
1. Sic ky trao dbi anion dugc thuc hién trén méi truong UNO Sphere Q

Cot Biological 15/200 dugc phii bang khoang 10ml méi truong UNO Sphere
Q va duoc cén bang v6i 200ml dém cén bang (natri dihydrogen phosphat 0,3g/L,
dinatri hydrogen phosphat 3,5g/L, hydroxit natri hodc axit clohydric duoc bd sung dé
didu chinh d6 pH dén 7,5) & tdc do dong chay 1a 300cm/gid cho dén dd pH san phidm
14 7,5. 250ml méu chiét rHSA thu duoc & vi du 1 duoc diéu chinh dén do pH 7,5 va

duoc pha loang béng dung dich dém dén khi d6 dan 1a it hon 10,0ms, va sau d6 duoc
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tai trén c6t UNO Sphere Q & toc do dong chay 1a 300cm/gio. Mau dugc rira voi dung
dich dém rtra (natri dihydrogen phosphat 0,3g/L, dinatri hydrogen phosphat 3,5g/L,
natri clorua 11,68g/L) dé loai bo tap chit va sau dé dugc rira giai bing dung dich dém
rira gidi (natri dihydrogen phosphat 0,3g/L, dinatri hydro phosphat 3,5g/L, natri clorua

23,36g/L) dé thu duoc dich chiét chira rHSAs. Pién di d6 duoc thé hién & Fig. 3A.
2. Sic ky trao dbi anion dugc thyc hién trén méi trudng Q Sepharoza FF

Cot Biological 15/200 dwoc phu bang khoang 10ml méi truong Q Sepharoza
FF va dugc cén bang véi 200ml dém cin bang (natri dihydrogen phosphat 0,3g/L,
dinatri hydro phosphat 3,5g/L, hydroxit natri hodc axit clohydric duoc bd sung dé diéu
chinh do pH dén 7,0) & téc d6 dong chay 1a 300cm/gidy cho dén d6 pH clia san phdm 1a
7,0. 250ml mau chiét rHSA thu duoc & vi du 1 duogc diéu chinh dén do pH 6.8 va
dugc pha lodng béng dung dich dém cho dén do dan 1a it hon 10,0 ms/cm, va sau do6
duoc tai trén cot Q Sepharoza FF ¢ toc d6 dong chay 1a 300cm/gio. Mau duge rira giai
bang dung dich dém rira gidi (natri dihydrogen phosphat 0,3g/L, dinatri hydro
phosphat 3,5g/L, natri clorua 5,84g/L) dé thu duge dich chiét chira rHSAs. Dién di db

dugc thé hién o Fig.3B.
3. Tht nghiém cho kha ning tai thuc té cia Q Sepharoza FF

Cot 10/100 duoc phi bang khoang 5ml cia moi truong Q Sepharoza FF va
duge cén bang v6i 200ml dém can bang (natri dihydrogen phosphat 0,3g/L, dinatri
hydro phosphat 3,5g/L, hydroxit natri hodc axit clohydric dugc bd sung dé diéu chinh
do pH dén 7,0) & tbc do dong chay 1a 300cm/gid cho dén do pH ctia san pham 1a 7,0
va 6n dinh. 250ml mau chiét rtHSA thu duoc & vi du 1 dugc diéu chinh dén do pH 7,5

va duoc pha lodng bang dung dich dém cho dén do dan 1a it hon 10,0 ms/cm va tong
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thé tich 1a 1000ml. MAu da duoc tai trén cdt Q Sepharoza FF & tbc do dong chay la
300cm/gidy. Gia tri hip thu UV280 trong qué trinh tai mau dugc ghi lai cho dén gia tri
hép thu vuot qua trang thai dn dinh by 10%. Thé tich méu duoc ghi lai va kha néang tai
thuc té trén méi milimét cia Q Sepharoza FF & toc do dong chay 1a 300cm/ gio duoc

tinh. Sau d6 nhua dugec tai sinh.

Mau chiét rHSA thu dugc ¢ vi du 1 duoc didu chinh dén do pH 7,0 va duoc
pha lodng béng dung dich dém cho dén do dan 14 it hon 10.0ms va sau dé dugc ¢6 dac
dé 400ml qua bing mang GE 30KD. Phuong phép axit sulphuric phenol dugc st dung
dé xac dinh ham luong polysacarit trude va sau thdm tach. Sau d6 mau da duogc tai
duoc can bang trén cot Q Sepharoza FF. Gi4 trj hip thu UV280 trong qué trinh tai
mau dugc ghi lai cho dén gia tri hap thu vuot qua trang thai 6n dinh 14 10%. Thé tich
mau duoc ghi lai va kha ning tai thuc té trén mdi milimét cia Q Sepharoza FF & téc
d6 dong chay dugc tinh 1a 300cm/gid. Su thay déi kha ning tai va su thay dbi ctia ham

luong polysacarit dugc thé hién & Fig.4.
Vi du 4: Sic ky trao dbi anion lam buéc tinh sach thi cap

Phan chiét chira tHSA & vi du 2 dugc chia thanh hai phan bang nhau dé su
dung ¢ céc thir nghiém sau.
1. Sic ky trao ddi anion dugc thuc hién trén moi truong Q Sepharoza FF
Cot 15/200 dwgc phi bang khoang 7ml Q Sepharoza FF va dugc can bang véi
200ml dém cén bang (natri dihydro phosphat 0,3g/L, dinatri hydro phosphat 3,5g/L,
hydroxit natri hodc axit clohydric dugc bd sung dé didu chinh do pH dén 7,0) & toc do
dong chay 1a 300cm/gi cho dén do pH cua san phim 1a 7,0. Mot phdn ciia trong sd

céc phan trén duoc diéu chinh dén do pH 7,0 va dugc pha lodng bang dung dich dém
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cho dén do dan 14 it hon 10,0ms. MAu da duoc tai trén cot Q Sepharoza FF & toc do
dong chdy la 300cm/git va sau d6 duge rira giai bang dung dich dém rua giai (natri
dihydro phosphat 0,3g/L, dinatri hydro phosphat 3,5g/L, natri clorua 11,68g/L) dé thu

duge dich chiét chira rHSAs. Pién di db duoc thé hién ¢ Fig. 5A.
2. Séc ky trao ddi anion dugec thuc hién trén moi truong DEAE sepharoza FF

Cot Biological 15/200 dugce phu bang khoang 8ml DEAE Sepharoza FF va
duoc can bang v6i 200ml dém cén bang (natri dihydro phosphat 0,3g/L, dinatri hydro
phosphat 3,5g/L, v6i hydroxit natri hodc axit clohydric dwgc bd sung dé diéu chinh do
pH dén 7,0) & tbc do dong chay 1a 300cm/gid cho dén d6 pH cua san phdm 1a 7,0. Mot
phan doan khac trong sb cic phan doan trén dugc diéu chinh dén do pH 7.5 va duogc
pha loang bang dung dich dém cho dén d6 dén 14 it hon 10,0ms. MAu da duoc tai trén
c6t DEAE Sepharoza FF & téc d6 dong chay 13 300cm/gior va sau dé duge ria giai
bang dung dich dém rira giai (natri dihydro phosphat 0,3g/L, dinatri hydro phosphat
3,5g/L, natri clorua 11,68g/L) dé thu duoc dich chiét chua rHSAs. Dién di dd duoc thé
hién ¢ Fig.5B.

Vi du 5: Sic ky ky nude 1am bude tinh sach cubi cung

1. Sic ky ky nudc dugc thuc hién trén méi truong Phenyl Sepharoza HP

Cot XK 16/100 dwoc phu bang khoang 8ml Phenyl sepharoza HP va duoc can
bing v&i 200ml dém can bing (natri axetat khan 2,32g/L, natri dihydro phosphat
2,81¢/L, amoni sulfat 66g/L) & tc do dong chay 1a 100cm/gio. Dich chiét chua rHSA
20ml thu duogc & vi du 4 (Q Sepharoza FF) dugc bd sung amoni sulfat (0,4M) dé tao

d6 dan 12 80,0ms. Sau d6 mau da dugc tai trén cot & tbe do dong chay la 100cm/gio.
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Dich truyén dugc chon dé thu duoc dich chiét chira rtHSAs. Dién di dd duoc thé hién &

Fig. 6A.
2. Sic ky ky nu6c duoc thuc hién trén moi truong Phenyl Sepharoza FF

Cot XK16/100 dugce phi bang khoang 10ml Phenyl sepharoza FF va duoc cén
bang véi 200ml dém can bing (natri axetat khan 2,32g/L, natri dihydro phosphat
2,81g/L, amoni sulfat 13,2g/L) & toc do dong chay 1a 150cm/giod. Dich chiét chira
rHSA 20ml & vi du 4 (Q Sepharoza FF) dugc bd sung amoni sulfat (0.1M) dé tao do
dan 1a 80,0ms. Sau d6 miu dugc st dung cho cot & te d6 dong chay 1a 150cm/gio.
Dich truyén duoc chon dé thu duoc dich chiét chua rHSAs. Pién di d6 duoc thé hién &

Fig. 6B.
3. Sic ky ky nuée duoc thuc hién trén mdi trudng MacroPrep-t-Butyl

Cdt 15/200 duoc phii biang khoang 6ml MacroPrep-t-Butyl va duoc can bang
v6i 200ml dém can bang (natri axetat khan 2,32g/L, natri dihydro phosphat 2,81¢g/L,
amoni sulfat 13,2¢g/L) & tc d6 dong chay 12 150cm/gid. 20ml dich chiét chira rHSA
thu dugc & vi du 3 (Q Sepharoza FF) dugc bd sung amoni sulfat (twong Ung 1,0M,
0,8M, 0,6M,) dé tao do dén 1a 130,0ms, 90,0ms, 70,0 ms, twong mg. Sau d6 cdc mau
duogc str dung cho cac cot & tde dd dong chay 14 150cm/gid. Dich truyén duge chon dé

thu duoc dich chiét chita rHSAs. Dién di dd thu duoc & Fig. 6C.
Vi du 6: Su phén tach va tinh sach rHSA tur dich chiét chira rHSAtract

Budce 1): sdc ky trao dbi cation duoc thuc hién trén UNO Sphere S lam budc

tinh sach so cip

Cot XK16/20 duoc phu béﬂg khoang 12ml mdi truong UNO Sphere S va dugc

can biang v6i 500ml dém cén bang (natri axetat khan 2g/L, axit axetic, do pH 4,5) &
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tbc do dong chay 1a 300cm/gio. 300ml miu chiét chira mau rHSAtract thu duogc & vi
du 1 da duoc tai trén cdt & tbc d6 dong chay 1a 600cm/gid. MAu c6 do din la
6,5ms/cm va do pH 14 4,5. Sau khi tai, mAu dugc rira giai bang dung dich dém rta giai
(natri axetat 2g/L, axit axetic, d® pH 5,0, natri clorua 14,61g/L) & tbc d6 dong chay la
200cm/gid. Chét rira gidi dugc chon va duoc quan sat bdi SDS-PAGE dé thu duoc céc

phan doan chira rtHSA. Pién di d6 duoc thé hién ¢ Fig. 7A.

Budce 2): sic ky trao d6i anion dugc thuc hién trén Q Sepharoza FF lam budc

tinh sach thw cip

Cot XK16/100 duge phi bang khoang 13ml méi trudng Q Sepharoza FF va
dugc cén bang véi 400ml dém can bing (natri axetat khan 6,51g/L, natri dihydro
phosphat 0,72g/L, d6 pH 6,8) & tc do dong chay 1a 300cm/gid. Dich chiét chua rtHSA
thu dugc & bude trude d6 dugc pha lodng dén khoang 200ml véi do dan 1a it hon
10,0ms va sau d6 duoc tai trén cot & toc do dong chay 1a 300cm/gid. Mau c6 do dan 1a
8,3ms/cm va do pH la 6,8. Sau khi tai, mau dugc rira giai béng dung dich dém rua giai
(dinatri hydrogen phosphat 6,51g/L, natri dihydro phosphat 0,72g/L, natri clorua
11,69¢/L) & tbc do dong chay 1a 100cm/gio. Chét rira giai duoc chon va quan sét boi

SDS-PAGE. dich chiét chira rHSAs dugc chon. Pién di dd duge thé hién & Fig. 7B.

Budce 3): sic ky ky nude duge thuc hién trén Phenyl sepharoza HP lam budc

tinh sach cudi cung

Cot XK 16/100 dwoc pht bing khoang 12ml Phenyl sepharoza HP va duoc can
bing v6i dém cén bang 200ml (natri axetat khan 2,32g/L, natri dihydro phosphat
2,81g/L, amoni sulfat 66g/L) & tbc d6 dong chay 1a 100cm/gid. Dich chiét chira rHSA

20ml dugc thé hién ¢ bude trude dé duoc bd sung amoni sulfat dé tao do dan la
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90,0ms. Sau d6 miu da duoc tai trén cot & tde do dong chdy 1a 100cm/gio. Dich
truyén dugce chon dé thu duge dich chiét chira rHSAs. Pién di dd duogc thé hién &
Fig.7C. Sic ky HPLC ctia san phim rHSA duoc tinh sach duoc thé hién trén Fig.8.

rHSA c6 d6 tinh khiét 16n hon 99% (monome cong cac dime va polyme) bang HPLC.
Vi du 7: Phén tach va tinh sach ctia rHSA tir dich chiét chia rHSA

Vi du nay str dung phuong phap bén budc dé phan tach va tinh sach rHSA
béng viéc 1an lugt cho dich chiét rHSA thé & Vi du 1 vao sic ky trao ddi cation, séc ky
trao ddi anion, sdc ky ceramic hydroxyapatit va sic ky ky nuéc, dugce thuc hién trén
UNOsphere S, Q Sepharoza FF, sic ky Macro-prep ceramic hydroxypatit typ I va
Phenyl Sepharoza HP 1am moi trudng sic ky, twong tmg. Sic ky trao doi cation va sic

ky trao ddi anion & day tuong ty nhu & Vi du 6.

Cot CHT duoc phu bang khoang 15ml mai trudng sic ky Macro-prep ceramic
hydroxypatit typ I va duge cin bang v6i 200ml dém cén bang (phosphat natri 20mM +
natri clorua 50mM, d6 pH 7,5) ¢ tbc do dong chay 1a 100 cm/gio. Dich chiét chua
rHSA thu duoc tir sic ky trao ddi anion dwgc tai truc tiép 1én cot & toe do dong chay 1a
100cm/gid. Mau ¢ do din 1a 26ms/cm va d pH tir 7,4 dén 7,6. Sau khi tai, mau duoc
rira giai bang dung dich dém rira giai (phosphat natri S00mM, dd pH 7,5). Dich truyén
duge chon dé thu duoc dich chiét chira rHSA. Kha nang tinh sach rHSA dugc uéce tinh
1a <30mg/g CHT I va ty 1& hoan nguyén rHSA wéc tinh 1a >80%. Cubi cung, cot CHT
cdt ceramic hydroxyapatit c6 thé duoc tai sinh tir 3 dén 5 thé tich cot 1a dém natri
phosphat 500mM & d6 pH 7,0. Tinh sach cot bang NaOH 1 dén 2N va bao quan &

NaOH 0,1N néu mudn. Pién di d6 duoc thé hién & Fig. 9.
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Sau d6, dich chiét chira rHSA duoc thé hién & trén dwoc cho vao séc ky ky
nudc theo céch tuong tuy & Vi du 6. Dich truyén dugc chon dé thu duoc dich chiét
chira rtHSA. Séc ky HPLC ctia san phdm rHSA duoc tinh sach duoc thé hién & Fig.10.

rHSA db tinh khiét khoang 99% (chi monome) bdi HPLC.
Vi du 8: Phan tach va tinh sach rHSA tir dich chiét chtira rHSA

Vi du dugc thuc hién bsi phuong phép twong tu nhu & Vi du 7 ngoai trir sic ky
ceramic hydroxyapatit duge thuc hién trén sic ky Macro-prep ceramic hydroxypatit

typ IT lam moi trudng séc ky.

Cot CHT dugc phii bing khoing 15ml sic ky Macro-prep ceramic
hydroxypatit typ II trung gian va dugc cin bing véi dém can bang 200ml (phosphat
natri 20mM + natri clorua S0mM, do pH 7,0) & toc d6 dong chay 1a 100 cm/gid. Dich
chiét chira rHSA thu duoc tir sic ky trao d6i anion dugc tai truc tiép trén cot & toe do
dong chay 1a 100cm/gid. Mau cé d6 dan 1a 26ms/cm va do pH 1a 7,4 dén 7,6. Sau khi
tai, mau duoc rira giai bang dung dich dém rira giai (phosphat natri 500mM, pH 7,0).
Dich truyén duoc chon dé thu duoc dich chiét chua rHSA. Kha nang tinh sach rHSA
duoc udc tinh 1a <25mg/g CHT II va ty 18 hoan nguyén ciia rtHSA 1én dén >85%. Cubi
cung, CHT ¢t hydroxyapatit gdm dugc tai sinh 12 3 dén 5 thé tich cot 1a dém natri
phosphat 500mM & d6 pH 7,0. Tinh sach cot bing NaOH tir 1 dén 2N va bao quan &

NaOH 0,1N néu muén.

Sau d6, dich chiét chtra rHSA thu duoc tir bude trude do duoce cho vao sic ky
ky nudc theo budce tuong tu & Vi du 7. Dich truyén duoc chon dé thu duoc dich chiét

chira rHSA. Dién di dd duoc thé hién & Fig.11. Sic ky HPLC cia san phim rHSA
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duoc tinh sach dugc thé hién ¢ Fig.12. rHSA c6 do tinh khiét khoang 99% (chi

monome) bé1 HPLC.

C6 thé duoc théy tir két quéd cua céc vi du 6 dén 8 ma séc ky ceramic
hydroxyapatit ting ham lwong monome & san phim rHSA cudi cing mét cach hiéu
qué, cho phép né dat dén do tinh khiét 1a 99%. Hon nita, sdc ky ceramic hydroxyapatit
dugc van dung mdt cich don gidn vi n6 st dung tinh sach triét dé dé thu vé rHSA
duoc tinh sach tuong ty nhu cach dugc st dung ¢ budc Phenyl sepharoza HP va dung
dich rira giai trong thich khong c6 sy didu chinh ndng d6 mudi va tri sé do pH. Bang
sic ky ceramic hydroxyapatite, rHSA tinh sach dd dap tmg dwoc nhu cau cho viée sir

dung d& didu tri bénh.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap phan tach va tinh sach albumin huyét thanh ngudi tai t6 hop

tir hat gao chuyén gen, 1an luot bao gdm cac budc:

1) cho dich chiét thé ciia albumin huyét thanh ngudi tai td hop vao sic ky

trao doi cation dé€ thu dugc san pham so cap I;

2) cho san phdm so cip I vao sic ky trao dbi anion dé thu duoc san phdm thu

cap II;

3) cho san phdm thir cap II vao sic ky ky nude dé thu dugc albumin huyét

thanh nguoi tai tb hop duoc tinh sach;

trong d6 phuong phap nay con bao gdm bude cho san phim thir cép II vao

sdc ky ceramic hydroxyapatit trudc sic ky ky nudc cua bude 3).

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 sic ky trao ddi cation dugc thuc hién
trén moi truong sic ky dugce chon tir nhém bao gdm UNO Sphere S, Capto MMC,

Nuvia S va MacroPrep-CM.

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 sic ky trao ddi cation duoc thuc hién

trén UNO Sphere S hodc Capto MMC.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 séic ky trao d6i anion duoc thuc hién
trén moi trudng sic ky duoc chon tir nhém bao gdm Q Sepharoza FF, UNO Sphere

Q va DEAE sepharoza FF.

5. Phuong phap theo diém 4, trong do6 sic ky trao ddi anion dugc thuc hién
trén Q Sepharoza FF.

6. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 sic ky ky nudc duge thuc hién trén
mdi trudong sic ky dugc chon tir nhém bao gébm Phenyl sepharoza HP, Phenyl

sepharoza FF, macro-prep t-butyl va macro-prep metyl.
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7. Phuong phép theo diém 6, trong dé séc ky ky nudc dugc thuc hién trén

Phenyl sepharoza HP.

8. Phuong phap theo diém 1, trong d6 séc ky ceramic hydroxypatit dugc thuc
hién trén moéi trudong sic ky duoc chon tir moi truong sic ky Macro-prep ceramic

hydroxypatit Typ I va Typ II.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dich chiét thd néu trén ctia albumin

huyét thanh nguoi tai td hop duoc didu ché bing phuong phap bao gdm céc bude:

i) tron hat gao chuyén gen duoc nghién chira albumin huyét thanh nguoi tai
t6 hop v6i dung dich dém chiét tinh theo trong lugng/thé tich (kg/L) 1a 1:5 va chiét
¢ nhiét do tir 55 dén 60°C trong thoi gian tir 1 dén 1,5 gio d& thu dwoc hdn hop I
dung dich dém chiét nay bao gdém dung dich dém phosphat tir 10 dén 30mM, natri
axetat tir 10 dén 20mM, amoni sulfat tr 15 dén 30mM va natri caprylat tir 5 dén

20mM, ¢6 d6 pH tir 6,5 dén 8;

ii) diéu chinh d6 pH ctia hdn hop I thu duge & budc i) tir 4,0 dén 4.5 va cho

két tua hdn hop trong thoi gian tir 3 dén 12 giv dé thu duge hdn hop II;

iii) loc hén hop II thu dugc & bude ii) va thu dich loc dé thu duoe dich chiét
thd chira albumin huyét thanh ngudi tai to hop véi ndng do cao; bude loc nay bao
gdm céc bude loc bang cach loc bang ap luc voi thiét bi loc khung phang dang vai
loc, sau d6 loc bang qué trinh vi loc véi mang soi 16 rdng polyetesulfon véi kich

thude 16 tir 0,20pum dén 0,45um.

10. Phuwong phép theo diém 1, trong do sic ky trao ddi cation sir dung dung
dich dém tai bao gdm dung dich dém axetat c6 do pH nho hon 5,0; va

sic ky trao d6i cation sir dung dung dich dém rira giai bao gdém dung dich
dém axetat va natri clorua, hodc dung dich dém phosphat va natri clorua, c6 d6 pH

tr 5,0 dén 6,7.
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11. Phuong phép theo diém 2, trong d6 séc ky trao ddi cation duoc thuc hién

trén:

(i) UNO Sphere S va str dung dung dich dém rira giai bao gdbm dung dich

dém axetat, natri clorua 0,25M, c¢6 do pH la 5,2; hoac

(ii) Nuvia S va st dung dung dich dém rira giai bao gdm dung dich dém

axetat, natri clorua 0,25M, cé d¢ pH 1a 5,0; hodc

(iii) Capto MMC, va str dung dung dich dém rira bao gdm dung dich dém
axetat, natri clorua 1M, véi d6 pH 1a 4,7 d loai bé protein khong mong muén, va
dung dich dém rira giai bao gdm dung dich dém axetat, natri clorua 1M, véi d6 pH

6,7 dé rira giai albumin huyét thanh tai t5 hop & ngudi; hodc

(iv) MacroPrep-CM, va sit dung dung dich dém rira bao gdm dung dich dém
axetat, natri clorua 1M, c6 d6 pH la 4,7 dé loai bo protein khong mong mudn, va
dung dich dém rira giai bao gdm dung dich dém axetat, natri clorua 1M, c6 d6 pH la

6,5 dé rira giai albumin huyét thanh tai t6 hop & ngudi.

12. Phuong phap theo diém 1, trong d6 sic ky trao dbi anion dugc thuc hién
trén Q Sepharoza FF va str dung dung dich dém rtra giai bao gém dung dich dém

phosphat, natri clorua 0,25M, c6 d pH tur 6,0 dén 7.0.

13. Phuong phap theo diém 4, trong d6 sic ky trao dbi anion dugc thuc hién
trén DEAE sepharoza FF, va str dung dung dich dém rira bao gbém dung dich dém
phosphat, natri clorua 0,1M vé&i d6 pH tir 6,0 dén 7,0 dé loai bé protein khong mong
mudn, va dung dich dém rira gidi bao gém dung dich d&ém phosphat, natri clorua

0,25M, vé6i do pH tir 6,0 dén 7,0 dé rira giai albumin huyét thanh tai to hop & nguoi.

14. Phuong phap theo diém 6, trong d6 sic ky ky nudc, san pham thi cap II

dé duoc tinh sach con bao gém amoni sulfat & néng do tir 0,1M dén 1M.
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15. Phuong phap theo diém 6, trong dé séic ky ky nude duge thuc hién trén
Phenyl sepharoza HP, va san phdm thi cip II d& duoc tinh sach con bao gdm amoni

sulfat & néng do 1a 0,4M; hoac

sac ky ky nudc duoc thuc hién trén Phenyl sepharoza FF, va san phim thtr

cép IT dé duoc tinh sach con bao gdm amoni sulfat & ndng do 1a 0,1M; hoic

sic ky ky nuée duge thuc hién trén MacroPrep-t- Butyl, va san pham tht cip

II dé duoc tinh sach con bao gém amoni sulfat & néng d6 tir 0,6M dén 1,0M.

16. Phuong phép theo diém 8, trong d6 séc ky ceramic hydroxypatit str dung

dung dich dém rira giai bao gém dung dich dém phosphat véi d6 pH tir 7,0 dén 7,5.
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